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Resumen

Resumen

El Dominio Archaea es uno de las tres divisiones fundamentales en los que se agrupan los seres
vivos. Incluye microorganismos conocidos como extremdfilos, como los termoacidéfilos
Sulfolobus acidocaldarius, S solfatariucs y S. metallicus capaces de crecer a pH 1.5-3y a
temperaturas de 70 a 80°C. Como modelo del dominio Archaea y debido a sus potenciales usos
en biotecnologia, existe un gran interés por dilucidar los mecanismos por los cuales estos
microorganismos se adaptan y responden a su medio ambiente.

Cuando los microorganismos son sometidos a condiciones estresantes, acumulan
polifosfatos inorganicos (poliP). La Unica via actualmente establecida para la biosintesis de poliP
es la polimerizacion del fosfato terminal del ATP mediante la enzima polifosfato quinasa (PPK)
mientras que la enzima exopolifosfatasa (PPX) es responsable de su hidrdlisis. Actuamente,
existen fuertes evidencias sobre el rol de los poliP en la regulacion de la respuesta de
Escherichia coli frente a cambios ambientales y durante la fase estacionaria de crecimiento.

En nuestro laboratorio, se han analizado las respuestas moleculares globales de S
acidocaldarius frente a shock térmico y la falta de fosfato y se han observado granulos
clasicamente descritos como poliP. Esta observacion y la descripcién por otro laboratorio de una
proteina con actividad PPK y glicosil transferasa (GT) en S acidocaldarius sugerian la
existencia de poliP en este microorganismo, por o que se propuso caracterizar |os componentes
genéticos del metabolismo de los poliP en el género Sulfolobus en relacidn con la respuesta a
factores ambientales.

Durante el desarrollo de esta tesis se detect6 la presencia de poliP en S. acidocaldariusy S
solfataricus mediante un método cuantitativo y se caracterizaron € gen responsable de la
supuesta actividad PPK y un gen ppx presente en € genoma de S. solfataricus. Se encontré que
los niveles de poliP aumentan hacia la fase estacionaria de crecimiento y en carencia de ciertos
nutrientes como los aminoécidos. La proteina de 60 kDa (P60) asociada a glicdgeno cuyas
actividades PPK y GT se habian descrito, resultd tener una alta similitud con glicégeno sintasas
de arqueas y bacterias y mostro6 actividad GT. Sin embargo, no presentd ninguna similitud con
PPK's conocidas y la actividad PPK fue muy baja. Se procedio a caracterizar os supuestos poliP
sintetizados por €l complejo glicdgeno-proteina mediante extraccion por gradientes de CsCl,
hidrélisis mediada por PPX y andlisis de los productos de reaccion en cromatografia en capa
delgada (TLC). Las especies radiactivas aisladas més bien correspondieron a ATP unido
inespecificamente a complejo glicogeno-proteina y no a una real actividad PPK. La P60
recombinante (P60r) mostro actividad GT. Sin embargo, no presento actividad PPK en ausencia
0 presencia de glicogeno. Se concluyd que la P60 es una glicogeno sintasa, no siendo
responsable de la actividad PPK presente en extractos crudos de S acidocaldarius. Esta
glicogeno sintasa resulto fosforiladain vivo.

La presencia de poliP y la actividad PPK detectada en membranas de S acidocaldarius
sugerian que existe una proteina responsable de actividad PPK, por lo que se realizd una
blsqueda mediante métodos bioinforméticos en el genoma disponible via Internet de S
solfataricus, con resultados negativos.

Para continuar con laidentificacion de los genes involucrados en el metabolismo de poliP en
SQulfolobus se caracteriz6 un fragmento del gen ppx presente en el genomade S. solfataricus. Este
fragmento correspondi6 a un gen ppx con similitud al gen ppx de E. coli. La PPX recombinante
de S solfataricus resultdé funcional. Se midi6 la actividad PPX durante € crecimiento en S

Cardona, Silvia Teresa 9



POLIFOSFATOS NORGANICOS EN EL DOMINIO ARCHAEA: ESTUDIO EN EL GENERO
SULFOLOBUS

solfataricus siendo menor hacia la fase estacionaria que en la fase exponencial, de acuerdo con
los niveles de poliP en estos estadios.

En conclusion, e aumento de los niveles de poliP ante condiciones de carencia de nutrientes
en S solfataricus, la actividad PPK detectada y |a existencia de un gen ppx funcional sugieren
gue los poliP estan sujetos a una regulacion que depende de componentes genéticos y que
responde a factores del ambiente.

10 Cardona, Silvia Teresa



Abstract

Abstract

The domain Archaea is the third domain of life and it comprises extremophile microorganisms.
Among them, the thermoacidophiles Sulfolobus acidocaldarius, S. solfataricus and S. metallicus
grow at pH 1.5-3.0 and 70-80°C. At present, there is a great interest to know how these
microorganisms manage to survive in their environments.

In response to nutrient limitation and during stationary phase, bacteria dynamically
accumulate inorganic polyphosphates (polyP). The only pathway for the synthesis of polyP that
has been established in Bacteria is the polymerization of the terminal phosphate of ATP through
the action of the enzyme polyphosphate kinase (PPK). Also, the enzyme exopolyphosphatase
(PPX) is responsible for the hydrolysis of polyP to render Pi. There are strong evidences that
polyP has arole in the physiological adjustments of Escherichia coli to environmental changes
and during the stationary phase of growth.

We have analyzed the global response of S. acidocaldarius to heat shock and phosphate
starvation. During these experiments we observed the presence of electron dense bodies, that are
typically described as polyP. This observation and the reported purification of a glycogen-bound
protein of 60 kDa (P60) with PPK and glycosil transferase (GT) activities from S. acidocaldarius
suggested the presence of polyP in this microorganism. Therefore, our objective was to
characterize the genetic components of the metabolism of polyP in Sulfolobus genera and their
relation to the stress response.

During this thesis, we detected polyP in S acidocaldarius and S. solfataricus using a
quantitative enzymatic method. The gene for the alleged PPK and a ppx gene from the genome
of S solfataricus were characterized. We found that polyP levels increase in the stationary phase
of growth and in response to certain nutritional deficiencies as amino acid starvation. The
previously reported PPK (P60) turned out to be highly similar to glycogen synthases from
Archaea and Bacteria and also showed GT activity. However the protein did not show similarity
with the known PPK's and the PPK ﬁtivity was very low. With the objective to characterize the
supposed synthesized polyP, the -|abeled material was extracted by CsCl gradient and
analyzed by treatment with PPX and thin layer chromatography (TLC). We found that the
isolated labeled material corresponded most probably to a nonspecifically ATP bound to the
glycogen-protein complex and not to a real PPK activity. The recombinant P60 (P60r) did not
show PPK activity even in the presence of glycogen, showing GT activity instead. We concluded
that P60 is a glycogen synthase that is not responsible for the PPK activity detected in crude
extracts from S, acidocaldarius. This glycogen synthase was phosphorylated in vivo.

The presence of polyP and the PPK activity detected in membrane fractions from S
acidocaldarius suggested the existence of a PPK-like protein. Therefore, by using bioinformatic
tools, we searched for this protein in the available genome sequence of S. solfataricus. However,
we could not find an homologous ppk gene.

To further identify genes involved in polyP metabolism in Sulfolobus, we characterized a
ppx gene fragment from the genome of S solfataricus. This fragment corresponded to an entire
ppx gene similar to the ppx gene from E. coli. The recombinant PPX from S solfataricus was
functional in E. coli.

The PPX activity of crude extracts from S. solfataricus was higher during the exponential
phase of growth than during the stationary phase in accordance with the observed levels of

Cardona, Silvia Teresa 11
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polyP.

In conclusion, the increase of polyP levels in response to nutrient limitations, the detected
PPK activity and the existence of a ppx gene in S. solfataricus suggest that polyP metabolism is
regulated by genetic components that are responsive to the environment.

12 Cardona, Silvia Teresa



Introduccioén

Introduccion

1. La existencia del dominio Archaea

La comparacién de secuencias nucleotidicas del RNA ribosomal 16S/18S ha permitido,
en los ultimos afos, la construccion de un arbol filogenético universal que agrupa a los
seres vivos en tres categorias o dominios, llamados Bacteria, Eukarya y Archaea (Woese
y col.,, 1990). Desde entonces, la ubicacion del dominio Archaea como equivalente a
Bacteria y Eukarya, destruy6 el paradigma procarionte/eucarionte y subrayé la necesidad
de avanzar en su estudio, no solamente por las caracteristicas de adaptacion a la vida en
condiciones extremas que presentan muchos de sus representantes (Rajagopal y col.,
1998), sino porque de este arbol filogenético universal se podia inferir un mayor
parentesco entre Archaea y Eukarya (Fig. 1).

Esta vision tripartita del mundo viviente ha sido objetada principalmente por Ernst
Mayr, profesor emérito de la Universidad de Harvard (Mayr, 1990; Mayr 1998). Su
propuesta es retornar a la clasificacion procarionte (Archaea y Bacteria) vs. eucarionte
(Eukarya) basandose en las semejanzas fenotipicas de Archaeay Bacteria y en el mayor
porcentaje en el numero de proteinas similares (aproximadamente 42%) entre Archaea y
Bacteria comparado con Archaea y Eukarya (13%).

Cardona, Silvia Teresa 13
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Domain |Bacteria Archaea

aenla

Kingdom

Euryarchaeota

Prolenbactena
Crenarc

Archezon

Figura 1. Arbol filogenético universal de los seres vivos (Doolitle, 1999).

El explosivo aumento de secuencias disponibles gracias a la secuenciacion de
genomas microbianos (http://www.tigr.org/tdb/mdb/mdb.html) ha dado Ilugar a la
construccion de arboles filogenéticos basados en otras secuencias de genes diferentes al
rRNA 16S pero universalmente conservados como por ejemplo la proteina de estrés
térmico de 70 kDa (HSP70) (Gupta 1998a; 1998b). Segun esta filogenia Archaea seria un
grupo polifilético dentro de las bacterias Gram positivas. Otros arboles universales
construidos con diferentes genes muestran una variedad de posibles relaciones
filogenéticas (Brown y Doolittle, 1997). Este aparente desmoronamiento del nuevo
paradigma de los tres dominios ha permitido una nueva vision: por un lado muestran que
los fendmenos de transferencia horizontal de genes (LGT) que explican las aparentes
inconsistencias entre distintos arboles universales, han ocurrido y son una fuerza
importante en la evolucién bioldgica; por otro lado ponen en evidencia que los arboles
filogenéticos universales basados en un unico gen muestran la historia de ese gen y no
necesariamente del organismo que lo contiene (Doolittle, 1999; Woese, 2000). Desde
este punto de vista, para muchos genes el arbol de la vida se transforma en una red (Fig.
2).

14
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Figura 2. El arbol de la vida visto como una red (Doolittle, 1999).

Recientemente, se han desarrollado métodos bioinformaticos que permiten construir
arboles universales utilizando un gran niumero de secuencias homologas (Tekaia y col.,
1999; Brown y col., 2001). Estos arboles “gendémicos” han mostrado ser sustancialmente
congruentes con el arbol filogenético universal de Woese. También la secuenciacion de
nuevos genomas arqueanos ha revelado que la mayor parte de los sistemas de
procesamiento de la informacion como replicacion, transcripcion y traducciéon que
mantienen y expresan el genoma en Archaea, son claramente de tipo eucarionte
(Baumann y col., 1995; Rowlands y col., 1994; Dennis, 1997), mientras que los genes
relativos al metabolismo estan mas relacionados con las bacterias (Olsen y Woese, 1997;
Gaasterland, 1999). Esto explicaria por que los arboles basados en secuencias génicas
relacionadas con estos procesos sugieren un origen comun entre Archaeay Eukarya y
apoya la interesante teoria del origen de la célula eucarionte por simbiosis de Archaea en
Bacteria (Horiike y col., 2001).

En conclusion, el dominio Archaea es un taxon claramente distinto a Bacteria que
presenta un gran desafio a la investigacion. Su importancia radica en su categoria de
tercer dominio de la vida y en sus intrigantes relaciones filogenéticas con Eukarya. Los
enfoques comparativos que incluyen al dominio Archaea y no solo a bacterias y
eucariontes en el estudio de los fenbmenos biolégicos presentan una visién completa y
representativa del fendmeno de la evolucién bioldgica.

1.1 Caracteristicas del dominio Archaea

Entre los aspectos mas sobresalientes que definen al dominio Archaea se puede
destacar la estructura de sus envolturas celulares, formadas por una capa S o “S-layer’de

Cardona, Silvia Teresa 15
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glicoproteinas y una membrana plasmatica que contiene una gran proporcidon de
tetra-éteres lipidicos (Rajagopal y col., 1998). También se han caracterizado clasicamente
por su adaptacion a la vida en condiciones extremas por lo que muchos de sus
representantes pertenecen a la categoria de extreméfilos. Solo recientemente, mediante
técnicas de hibridacion in situ, se han detectado representantes del dominio Archaea en
ambientes mesdfilos (Rajagopal y col., 1998).

El dominio Archaea se divide en los reinos Crenarchaeota, Euryarchaeota y
Korarchaeota. Estos reinos comprenden microorganismos extremofilos. Los
Euryarchaeota incluyen a las arqueas halofilicas, capaces de tolerar concentraciones
muy altas de sal y a los metandgenos, que generan metano bajo condiciones
anaerodbicas. Los Crenarchaeota incluyen a los termoaciddfilos extremos, que crecen a
pH entre 1y 3 y a temperaturas de 80°C a 102° C o mas (Brown and Doolittle, 1997) y los
Korarchaeota comprenden microorganismos de ambientes terméfilos aun no cultivados,
identificados en base al analisis del 16S RNA (Barns y col., 1996).

1.2 El género Sulfolobus

Perteneciente al reino Crenarcheota, el género Sulfolobus comprende especies
termoacidofilas aisladas de habitats geotermales como las fuentes solfataricas (Fig. 3).
Estos habitats extremos se caracterizan por las altas temperaturas de sus aguas
circulantes, la presencia de minerales como hierro y azufre y una gran acidez (Stetter,
1995).

Debido a su caracter aerobio, Sulfolobus vive en las capas superiores de las fuentes
solfataricas. Esta condicion y la existencia de especies heterétroficas (Tabla 1) con alta
produccion de biomasa, han permitido que el microorganismo pueda cultivarse facilmente
en medio liquido y sdlido erigiéndose como modelo de estudios bioquimicos y genéticos.

Desde el punto de vista basico, se ha avanzado mucho en el estudio de S.
acidocaldarius y S. solfataricus. El genoma de éste ultimo ha sido secuenciado y anotado
recientemente (She y col.,, 2001) y se encuentran en desarrollo las herramientas
genéticas necesarias para la expresion homologa y la mutagénesis (Aravalli y Garrett,
1997; Cannio y col., 1998).

16
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Figura 3. Fuente solfatarica del parque Yellowstone, EE. UU.

Tabla 1. Caracteristicas de tres especies de Sulfolobus

Caracteristicas © S.acidocaldarius | S. solfataricus |S. metallicus
Temperatura 6ptima de crecimiento | 75°C 80°C 65

PH 6ptimo de crecimiento 3-3.5 2-4 2-3

%G+C 37 37 38
Capacidad para oxidar azufre -/+ + +

Capacidad para oxidar hierro - - +

Capacidad para crecer + + -
heterotroficamente

a (Stetter, 1998; Blake y Johnson, 2000)

Menos estudiado es S. metallicus aunque mas interesante desde el punto de vista
biotecnodlogico ya que su capacidad para oxidar hierro lo ubica como un candidato para
su utilizacién en biolixiviacion de metales en reactores a alta temperatura (Brierley y
Brierley, 1986; Lindstrom y col., 1992; Aguilar, 1996). Por ser modelo de estudio del
dominio Archaea, por su caracter termoaciddfilo y sus potenciales aplicaciones
biotecnoldgicas es que existe un gran interés por dilucidar los mecanismos por los cuales
Sulfolobus es capaz de adaptarse y responder a cambios en su ambiente.

1.3 Estrés en Archaea
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Un cambio abrupto en las condiciones ambientales (temperatura, pH, salinidad, oxigeno,
nutrientes) induce una condicién de estrés en una célula y una respuesta (Macario y col.,
1999). En los habitats geotermales la constante circulaciéon de aguas genera gradientes
de temperaturas y de nutrientes (Howland, 2000) por lo que las arqueas termoacidofilas
que colonizan estos ambientes deben ser capaces de detectar y responder a las nuevas
condiciones. En bacterias, los sistemas sensoriales que coordinan la relacion estimulo
respuesta estan formados tipicamente por dos componentes, un sensor o histidina
quinasa que fosforila a un regulador de respuesta que en general es un activador de la
transcripcion (Bourret y col., 1991). A pesar de que el genoma de S. solfataricus y otros
genomas de Archaea no presentan este tipo de sistemas los Archaea son capaces de
poseer una respuesta adaptativa. Por ejemplo, S. acidocaldarius cambia su expresion
génica global en carencia de fosfato (Osorio y Jerez, 1996; Osorio, 1998). También en el
laboratorio se describié por primera vez la respuesta al estrés térmico en un termdfilo
como S. metallicus (Jerez, 1988) y posteriormente se demostré6 un aumento en la
expresion de chaperonas moleculares DnaK (HSP70) y GroEL (HSP60) ante estrés
térmico (Macario y col., 1999). Estos ajustes mejoran la supervivencia ante la nueva
condicion. En los genomas arqueanos se ha encontrado una gran diversidad con
respecto a la existencia de genes de estrés. La HSP70 esta ausente de los genomas de
Methanococcus jannaschii y S. solfataricus, pero presente en los genomas de
Thermoplasma acidophilum y Methanosarcina mazei. Resulta interesante el hecho de
que el complejo HSP60 en Archaea sea de tipo eucarionte (Trent y col., 1991). Con
respecto a los mecanismos de regulacion de la expresién génica en Archaea durante la
fase estacionaria si bien se conoce que ésta sufre variaciones (Sandman y col., 1994;
Nolling y col., 1995), no se han descrito factores de transcripcidon especificos de fase
estacionaria como el factor sigma RpoS de bacterias.

2. Los polifosfatos inorganicos

Una de las moléculas que recientemente se ha involucrado en la supervivencia ante
distintos factores ambientales son los polifosfatos inorganicos (poliP). Estos polimeros
lineales estan formados por decenas a cientos de ortofosfatos (Pi) unidos por enlaces
fosfoanhidrido de alta energia (Kornberg, 1995; Kornberg, 1999) (Fig. 4).
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Figura 4. Polifosfatos inorganicos. n representa el niimero de residuos de fosfato.

Considerados clasicamente como componentes con funcion de reserva energética, la
regulacion y funcion de los poliP en los seres vivos permanecié desconocida por muchos
afios debido a la falta de métodos analiticos especificos. Las primeras descripciones de
poliP dan cuenta de la presencia de granulos metacromaticos en microorganismos. Estas
particulas tefidas de rosa con colorantes basicos fueron llamadas “volutina” (Meyer,
1904) y se los confundia con acidos nucleicos. Luego, con el advenimiento de la
microscopia electrénica los poliP se observaron como granulos electrodensos que
desaparecian rapidamente bajo el haz de electrones, diferenciandose de la cromatina
(Wiame, 1947). Utilizando estos métodos, los poliP se han encontrado en todos los seres
vivos en los que se los ha buscado: bacterias, hongos, protistas, plantas y animales
(Wood y Clarck 1988) y también en arqueas (Scherer y Bochem, 1983; Rudnick y col.,
1990). De especial interés es el hecho de que los poliP podrian ser componentes
prebioticos ya que se han obtenido en condiciones experimentales que simulan la
actividad volcanica (Yamagata y col.,, 1991). Su carga negativa sugiere que podrian
haberse adherido a las superficies de pirita donde se cree que se originaron los primeros
metabolizadores quimioautotréficos en un ambiente no reductor y de altas temperaturas
(Wachtershauser, 1992). Segun esta teoria los poliP habrian cumplido un rol en la
activacion de grupos como dadores de Pi en reacciones de fosforilacion.

El posible origen prebidtico y el caracter ubicuo de los poliP sugieren una
multiplicidad de funciones dependiendo del organismo o de la localizacion subcelular.
Entre las funciones propuestas se encuentran la de sustituto de ATP en reacciones de
fosforilacion, reserva de fosfato, quelante de metales y tampdn para alcalis (Kornberg,
1995). Como se tratara mas adelante, los poliP cumplen un rol importante en la respuesta
ante ciertos factores de estrés (Ault-Riché y col., 1998).

2.1 Localizacion de los poliP
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En bacterias, los poliP son principalmente citoplasmaticos y se encuentran como granulos
o en forma soluble (Rao y col., 1998). También existen pequenas cantidades de poliP en
las membranas plasmaticas, en complejo con poli-B-hidroxibutirato (PHB) y calcio
(Reusch y Sadoff, 1988). En eucariontes, los poliP se encuentran en distintos
compartimentos celulares como vacuolas, pared celular y nucleo (Kulaev y col., 1999).

2.2 Metabolismo de los poliP

Ya sea en forma soluble o formando granulos, con localizaciéon citoplasmatica o
compartimentalizada, las variaciones fisiolégicas que registran los niveles de poliP en los
organismos sugieren la existencia de enzimas responsables de su sintesis y degradacion
y de cuya actividad dependen las fluctuaciones observadas en diferentes condiciones.

2.2.1 Enzimas del metabolismo de los poliP en Bacteria

La Unica via bien establecida hasta el momento para la biosintesis de poliP en bacterias
es la polimerizacion del fosfato terminal del ATP mediante la enzima polifosfato quinasa
(PPK) segun la reaccion reversible:

n&TE «— poli Pn+ ndADP

La PPK de E. coli ha sido purificada, su gen clonado y secuenciado (Ahn y Kornberg,
1990; Akiyama y col., 1992). La enzima es un homotetramero con subunidades de 80
kDa, asociado a membranas. El gen codificante de la PPK, que esta presente en varios
genomas bacterianos (Tzeng y Kornberg, 1998), contiene dos histidinas fosforilables in
vitro altamente conservadas (His 441 y His 460) que forman parte del sitio activo (Kumble
y col., 1996).

En E. coli, el gen ppk es parte de un operdn en el cual se encuentra rio abajo un
segundo gen cuyo producto es una exopolifosfatasa (PPX) que hidroliza los residuos
terminales de poliP procesivamente liberando Pi (Akiyama y col.,, 1993). Este
ordenamiento del operdn ppk-ppx no es una caracteristica comun en otros genomas
bacterianos. Por ejemplo, en Acinetobacter sp. el gen ppk es una unidad transcripcional
(Geipdorfer y col., 1998) mientras que en Pseudomonas aeruginosa los genes ppk 'y ppx
se encuentran contiguos pero en orientacion opuesta y su transcripcion no esta
corregulada (Zago y col., 1999).

Aparte de la PPK y la PPX, otras enzimas podrian contribuir a la sintesis y
degradacién de poliP en bacterias. Por ejemplo, se ha detectado actividad
1,3-difosfoglicerato-poliP fosfotransferasa (Kulaev y col., 1999) y se ha caracterizado una
enzima, la polifosfato glucoquinasa que es capaz de utilizar el poliP como sustituto de
ATP en reacciones de fosforilacion de glucosa en algunas bacterias (Hsieh y col., 1993).

2.2.2 Enzimas del metabolismo de los poliP en Eukarya

AuUn no se conoce bien si existe una 0 mas enzimas responsables de la sintesis de poliP
en Eukarya. Se ha descrito una actividad dolicol pirofosfato:polifosfato fosfotransferasa
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asociada a la sintesis de glicoproteinas de pared celular en las membranas de vesiculas
de transporte en levadura. Esta enzima cataliza la transferencia de fosfato desde el
dolicol fosfato hacia el poliP (Kulaev y col., 1999). Recientemente y gracias a la
metodologia de los micro arreglos de DNA se han identificado cuatro genes homodlogos
PHM1 (YFLOO4w), PHM2 (YPL0O19c), PHM3 (YJL012c) y PHM4 (YEROQO72w) que codifican
para proteinas de la membrana vacuolar en Saccharomyces cerevisisiae y Cuyos
mutantes son deficientes en acumulacion de poliP (Ogawa y col., 2000). Mejor estudiados
estdn los genes que codifican polifosfatasas. Varias polifosfatasas han sido
caracterizadas a nivel genético en levadura. Una es la exopolifosfatasa citosodlica
codificada por el gen ppx1 (YHR201c) (Wurst y Kornberg, 1994; Wurst y col., 1995) que
no presenta ninguna similitud con las exopolifosfatasas bacterianas. También se ha
descrito una endopolifosfatasa vacuolar (Ppn1) (Sethuraman y col., 2001).

2.3 PoliP y su relacion con la supervivencia ante factores de estrés

Recientemente, la investigacion en poliP tuvo un gran avance cuando en el laboratorio
del premio Nobel Arthur Kornberg se desarrollaron métodos de sintesis de poliP in vitro,
extraccion, purificacion y analisis enzéryético (Ault-Riché y Kornberg, 1999). Estos
métodos permitieron la obtencion de [ P]poliP que puede usarse como marcador o
como sustrato y la extraccién de poliP. Este ultimo puede cuantificarse mediante
tratamiento con PPK o PPX y posterior analisis de los productos de reaccién (ATP o
fosfato, respectivamente). Asi se han obtenido fuertes evidencias con respecto al papel
desempenado por los poliP en la regulacion de la respuesta a deficiencias nutricionales,
estrés ambiental y supervivencia en fase estacionaria en E. coli (Rao y Kornberg, 1999).

2.3.1 Carencias nutricionales

Las fluctuaciones en los niveles de poliP que se observan en respuesta a estrés
nutricional de aminoacidos y fosfato en E. coli pueden explicarse segun el modelo de
regulacion propuesto por Kornberg que se esquematiza en la figura 5. Segun este
modelo, bajas concentraciones de fosfato y de aminoacidos inducen la acumulacién de
poliP por un mecanismo desconocido que involucra en forma conjunta al regulador de
respuesta PhoB y a los inductores de la respuesta a carencia de aminoacidos, guanosina
tetrafosfato (ppGpp) y penta fosfato (pppGpp) (Ault-Riché y col., 1998). Se ha demostrado
que ppGpp vy pppGpp son potentes inhibidores de la hidrdlisis de los poliP mediada por
PPX (Kuroda y col., 1997) por lo que esta inhibiciéon podria resultar en una acumulacién
de los poliP (Ault-Riché y col., 1998).

Otras carencias nutricionales también desencadenan la acumulacion de poliP (Fig.
5). Por ejemplo el regulador del metabolismo del nitrégeno NtrC, el factor sigma de fase
estacionaria RpoS y el regulador de la respuesta a carencia de fosfato PhoB son
necesarios para la acumulacion de poliP en carencia de nitrégeno. La participacion de
RpoS implica la activacién de un factor adicional “X” que podria llevar a la acumulacién de
poliP por directa interaccion con poliP, inhibicion de PPX, activacion de PPK o una
combinacion de las tres. Ademas el estrés osmotico también desencadena una
acumulacion de poliP que es independiente de EnvZ, el sensor osmético (Ault-Riché y
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col., 1998). En todos los casos mencionados la acumulacién de poliP no se deberia a un
aumento de la sintesis de poliP sino a una disminucién de su degradacion, ya que la
actividad PPK varia muy poco en estas condiciones. Otro caso es el de Acinetobacter sp.,
bacteria capaz de acumular grandes cantidades de poliP donde la transcripcion del gen
ppk se induce en carencia de fosfato sugiriendo una regulacién de los niveles de poliP
sobre la base de su sintesis (GeiBdorfer y col., 1998).

Nitrogen Limitation FPhosphate Limitation

=R

P (SpoT)
e S—
-«— ppGpp Mutrient

|
‘NECI |
Stress | (EnvZ | L Limit atian
N
SRR
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Figura 5. Modelo de la acumulacién de poli P inducida por estrés en Escherichia coli.
(Ault-Riché y col., 1998).

2.3.2 Fase estacionaria

Los poliP también se acumulan durante la fase estacionaria en E. coli. Mutantes carentes
del gen ppk son deficientes en las funciones que se expresan durante este periodo,
pierden su viabilidad en menos tiempo y son mas sensibles a estrés oxidativo y térmico
(Rao y Kornberg, 1996). Una posibilidad es que los poliP regulen la expresion de genes
de la fase estacionaria a través de la induccién de la transcripcion de rpoS (Shiba y col.,
1997).

2.3.3 Motilidad, desarrollo de biopeliculas y virulencia

El estudio de las caracteristicas fenotipicas de bacterias mutantes del gen ppk ha llevado
a establecer una relacién entre la presencia de poliP y factores de virulencia. Por ejemplo,
mutantes ppk de E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Vibrio
cholerae mostraron una reducida motilidad a pesar de la presencia del flagelo intacto
(Rashid y col., 2000a). Ademas en P. aeruginosala mutante ppk es defectuosa en la
formacion de biopeliculas y en el fendmeno de “quorum sensing” (Rashid y col., 2000b).
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2.3.4 Funcion de los poliP en la degradacién de proteinas ribosomales

Que los niveles de poliP aumentan en respuesta a la carencia de aminoacidos esta bien
establecido (Ault-Riché y col., 1998). Sin embargo, sélo recientemente se dilucido la
funcion de los poliP en la respuesta adaptativa ante esta condicion. Los poliP forman un
complejo con la proteasa Lon que lleva a la degradacién de varias proteinas ribosomales,
proveyendo asi los aminoacidos necesarios para responder a la condicion de carencia
(Kuroda y col., 2001). Esta es la primera evidencia experimental directa sobre un rol de
los poliP en la respuesta adaptativa a condiciones de estrés.

Resumiendo, el estudio de los poliP abarca, entre otros, dos aspectos interesantes:
su posible caracter prebidtico y su ubicuidad permite realizar un estudio comparativo a
nivel de dominio, mientras que su relacion con la respuesta ante cambios ambientales y
de fase estacionaria de crecimiento brinda la interesante posibilidad de estudiar un factor
nuevo involucrado en la capacidad de supervivencia de los microorganismos.

3. PoliP en Sulfolobus

En nuestro laboratorio se han estudiado los mecanismos de adaptacién a cambios en el
ambiente en S. acidocaldarius. Entre ellos, se ha investigado la respuesta global de S.
acidocaldarius ante condiciones de estrés tales como el aumento de temperatura y la
carencia de fosfato (Osorio y Jerez, 1996). Durante estos experimentos, mediante
microscopia electronica de transmision, se detectd la presencia de granulos
electrodensos probablemente compuestos por poliP (Osorio, 1998). Hasta ese momento
no habia estudios cuantitativos realizados sobre poliP en microorganismos del dominio
Archaea. La bibliografia daba cuenta de un aumento de poliP ante estrés térmico y en
carencia total de nutrientes en el arquedn halodfilo Halobacterium volcanii (Scoarughi y
col., 1995). Estas observaciones, y la descripcién de una proteina asociada al glicogeno
en S. acidocaldarius con actividad PPK (Skérko y col., 1989) sugerian la existencia de
poliP en este microorganismo. Aunque la secuencia -hasta ese momento parcial- del
genoma de S. solfataricus no mostraba la existencia de un gen ppk. las caracteristicas
inusuales de la PPK descrita de S. acidocaldarius (Skorko y col., 1989) sugerian que
podria tratarse de una proteina no homéloga a las PPKs bacterianas.

Por lo tanto se propuso como objetivo general de esta tesis doctoral caracterizar
genética y funcionalmente los componentes involucrados en el metabolismo de los poliP
en el género Sulfolobus en relacién con la respuesta ante factores de estrés ambiental.

Durante el desarrollo de esta tesis se determind la presencia de poliP en S.
acidocaldarius y S. solfataricus, y sus variaciones ante distintos cambios ambientales. La
busqueda de componentes genéticos involucrados en el metabolismo de los poliP se
inicié con la caracterizacion de la proteina de 60 kDa (P60) cuya actividad PPK y GT se
habia descrito (Konig y col., 1982; Skérko y col., 1989). El acceso via Internet al genoma
completo de Sulfolobus solfataricus (http://niji.imb.nrc.ca/sulfolobus/) dio un nuevo giro a
nuestra investigacién ya que se encontré un fragmento homologo al gen ppx de E. coli el
cual también se caracterizo.
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1. Cepas, plasmidios y condiciones de cultivo

1.1 Sulfolobus acidocaldarius DSM nro. 639

Esta cepa se cultivod en medio 88 (Brock y col., 1972;
http://www.dsmz.de/media/med88.htm) ajustado a pH 2 y suplementado con 2 g/l de
sacarosa y 1 g/l de extracto de levadura. La cepa se inoculé a partir de un cultivo en fase
estacionaria al 1% (v/v). Las condiciones de temperatura y agitacion fueron 70°C y 180
rpm (agitacion orbital) respectivamente. Para el crecimiento a gran escala se utilizaron 12
| de medio de cultivo y un sistema de burbujeo de aire por vacio.

1.2 Sulfolobus solfataricus DSM nro. 1617

S. solfataricus se creci6 a 75°C y 180 rpm en medio 182
(http://www.dsmz.de/media/med182.htm) suplementado con 1 g/l de extracto de levadura
y 1 g/l de casaminoacidos. Para el crecimiento en un medio definido, el extracto de
levadura se reemplazé por 2 g/l de sacarosa y 0.05 g/l de cada uno de los siguientes
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amino acidos: alanina, asparragina, leucina, glutamina, glutamato, aspartato, histidina,
arginina, glicina (Haseltine y col., 1999). El preinéculo consistié en 1 ml de un cultivo
crecido hasta fase exponencial media de crecimiento (DO 0.25) y mantenido en 8%
DMSO a -70°C. El mismo se inoculé en 50 ml de medio de cultivo y cuando llegé a una
densidad optica a 600 nm (DO600) de 0.25 se utilizé como indculo al 5% (v/v).

1.3 Cepas de Escherichia coliy plasmidios

1.3.1 Cepas de Promega®

BL21(DE3). Genotipo F, ompT, hsdSg ((5 “m_ ) dem, gal, NDE3), Cm' thi, supE, A
(lac-proAB), [mutS::Tn10], [F’, proAB, laqgl EAM%].

JM109. Genotipo endA1, recA1 gyrA96, thi, hsdR17 (rk ", mk +), relA1, supE44, A
(lac-proAB), [F’, traD36, proAB, IanqZAM15].

Los medios de cultivo utilizados fueron LB (triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l y
NaCl 5 g/l). En algunos casos el LB se suplementé con 1 mM de iso propil
tio-B-D-galactésido (IPTG), 80 ug/ml de 5-bromo-4-cloro-3-indolil- B -D-galactopiranésido
(X-Gal), 100 pg/ml de ampicilina (Amp) o 34 pg/ml de cloranfenicol (Cm).

1.3.2 Plasmidios

pGEM®'T(Promega): pGEM®-52F(+) linearizado con EcoRV y agregado de timidina en
los extremos 3’ (Robles y col., 1994). Posee alto nimero de copias (300-700). El tamano
es de 3000 pb. Contiene los promotores de la RNA Polimerasa T7y SP6 flanqueando un
sitio de clonamiento multiple que se encuentra dentro de la region codificante de la
enzima b-galactosidasa. Contiene el gen de la B-lactamasa que provee resistencia a
Amp.

pGEM®_T easy vector (Promega): similar a pGEM®_T pero tiene 2 sitios de
restriccion adicionales en el sitio de clonamiento multiple. Tamafio: 3015 pb.

pLysS: pACYC184 (Chang y Cohen, 1978) que contiene el gen de la lisozima del
fago T7 bajo el control del promotor 3.8 para la RNA Polimerasa T7. El plasmidio provee
resistencia a Cm.

pET-21b(+): los vectores pET (Novagen) son derivados de pBR322. Poseen mas de
25 copias por célula. El tamano es de 5443pb. El pET-21b(+) contiene un promotor T7, el
sitio de union al ribosoma de la proteina mayor de la capside del fago T7, un sitio de
multiple clonamiento seguido de una secuencia que codifica para seis histidinas, un
codon de término y un sitio de terminacion de la transcripcion del fago T7. El plasmidio
provee resistencia a Amp.

pET-21b(+)p60r: pET-21b(+) que contiene como inserto el gen p60 de S.
acidocaldarius seguida de una secuencia codificante para seis histidinas en su extremo
carboxilo terminal.

pGEM®'TppxSso: plasmidio pGEM®'T que contiene como inserto el gen ppx de S.
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solfataricus con su propio codon de término flanqueado por los sitios de restriccién Ndel y
Xhol.

pGEM®_TppxssSso: plasmidio pGEM®_T que contiene como inserto el gen ppx de S.
solfataricus sin su propio coddn de término flanqueado por los sitios de restriccion Ndel y
Xhol.

pET-21b(+)ppxSso: plasmidio pET-21b(+) que contiene como inserto el gen ppx de
S. solfataricus con su propio codén de término.

pET-21b(+) ppxrSso: contiene como inserto el gen ppx de S. acidocaldarius seguido
de una secuencia codificante para seis histidinas en su extremo carboxilo terminal.

1.3.3 Cepas generadas durante esta Tesis

SC1. BL21(DE3)pLysS pET-21b(+)p60r
SC3. BL21(DE3)pLysS pET-21b(+)
SC5. JM109 pET-21b(+)p60r
SC13. JM109 pGEM®_TppxSso
SC16. JM109 pGEM® TppxssSso
SC19. JM109 pET-21b(+)ppxrSso
SC21. BL21(DE3)pLysS pET-21b(+)ppxrSso

2. Fraccionamientos subcelulares

2.1 Obtencion de la fraccion de membranas de S. acidocaldarius

A los tiempos correspondientes, alicuotas de 1 ml de cultivo se centrifugaron a 15000 g
durante 5 min, se resuspendieron en igual volumen de tampén 50 mM Tris-HCI pH 7.5,
10% sacarosa y se congelaron a —20°C hasta su procesamiento. Las muestras
descongeladas se sometieron a sonicacion (8 intervalos de 30 s en hielo) y se
centrifugaron a 2200 g durante 5 min. El sobrenadante se sometié a ultracentrifugacion
(40000 rpm rotor BeckmanTi 50) durante 2 h. La fraccién soluble obtenida se llamo
fraccion citoplasmatica y el sedimento fraccion membranas. La fraccion membranas se
tratoé para electroforesis en geles de poliacilamida (SDS-PAGE) o se resuspendié en 100
pI de 50 mM Tris-acetato pH 7.0 y se agregé 5 mM MgCl, y 10 pg/ml DNasa y RNasa.
Ambas fracciones se utilizaron para determinar actividad PIgK y proteinas.

2.2 Obtencion de extractos crudos en S. solfataricus

Veinte ml de cultivo se colectaron por centrifugacion durante 20 min a 4500 g. Los
sedimentos se resuspendieron en 200 ul de tampon 50 mM Tris-acetato pH 7.0 y se
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sonicaron durante 3 min en hielo, a intervalos de 30 s cada vez. Las suspensiones se
centrifugaron a 3000 g durante 5 min para eliminar debris y células enteras y el
sobrenadante se utilizé para determinar la actividad PPX.

3. Purificacion del complejo glicogeno-proteina que
contiene a la proteina P60

Se realizé segun lo publicado por Skérko y col., (1989). Se partié de 12 | de cultivo
colectado a las 48 h (DO600 0.4-0.6). ElI mismo se centrifugé 30 min a 7000 g y los
sedimentos se lavaron una vez en 50 mM Tris-acetato pH 7.0 y se congelaron a -20°C
hasta su procesamiento. Luego los sedimentos se resuspendieron en tampén D: 50 mM
Tris-acetato pH 7.0, 1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 1 mM &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) en la relacion 1 g de células (peso humedo): 1 ml de
tampon D y se sometieron a sonicacion durante 5 intervalos de 30 s en hielo. El lisado de
células se sometié a centrifugacion por 10 min a 10700 g y el sobrenadante obtenido se
llamo F1. Para obtener el complejo glicogeno-proteina alicuotas de 4 ml correspondientes
a la F1 se sometieron a ultracentrifugacién (2 h a 37000 rpm, rotor Sorvall 647.5) en
gradientes de CsCI. El gradiente se prepard en un volumen total de 60 ml utilizando 15 ml
de soluciones de CsCl de densidades 1.79, 152, 1.30 y 1.11. Luego de la
ultracentrifugacion la banda blanquecina correspondiente al glicogeno con densidad de
1.62, se succiond con una pipeta y se sometid a dialisis contra 1000 ml de tampdn D
durante 20 h, cambiando una vez el tampédn. El dializado se diluyé en 10 ml en tampéon D
y se sedimento por ultracentrifugacion (2 h a 37500 rpm, rotor Sorvall T880). El sedimento
se resuspendioé en 200 pl de tampdn 50 mM Tris-acetato pH 7.0 y esta muestra, llamada
F2 se congeld a —20°C hasta su utilizacion.

Para obtener el complejo glicbgeno-P60, 4 ml correspondientes a la F2 se aplicaron
en un segundo gradiente de CsCl idéntico al anterior. La ultracentrifugacion se llevo a
cabo a 37500 rpm, en rotor Sorvall T880 durante 48 h. Luego el glicégeno se extrajo y se
procedié a dializarlo y sedimentarlo en la forma ya descrita. El sedimento se resuspendio
en 200 pl de tampdn 50 mM Tris-acetato pH 7.0 y esta muestra, llamada F3 se congeld a
—20°C hasta su utilizacion.

4. Actividades enzimaticas

4.1 Determinacion de la actividad PPK

La actividad enzimatica de la PPK de S. acidocaldarius se determin6 en las condiciones
de pH, sales y temperatura establecidos por Skoérko y col. (1989) pero siguiendo el
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método de Ahn y Kornberg (1990). El ensayo mide la sintesis de [32P]poIiP a partir de
[y-32P]JATP. La reaccién se realizé en un volumen final de 250 pl de unfzsolucién que
contenia 50 mM Tris-acetato pH 7.0, 2 mM MnCl,, 10 mM KCI, 1 mM [y-""P]JATP (2000
cpm/nmol). Luego de una hora de incubacién a 70°C, la reaccién se enfrié 5 min en bafno
de hielo y se detuvo agregando de 250 pl deé}CIO4 al 7% y 50 ml de una solucién de 20
mg/ml de seroalbumina bovina (BSA). El [ P]poliP se cuantificé en un contador de
centelleo liquido luego de su recoleccion en filtros de fibra de vidrio GF/C Whatman vy
lavado con 0.1 M pirofosfato de sodio en 1 M HCI 2 veces y etanol 1 vez. Una unidad
enzimatica se defini6 como la cantidad de enzima capaz de incorporar 1 pmol de Pi en
poliP por minuto a 70°C.

4.2 Determinacién de la actividad glicosil transferasa (GT).

El ensayo de actividad GT se realizé de acuerdo con Konig y col. (1982). La reaccion se
realizé en un volumen final de 50 yl de una soluc%c’ﬁn conteniendo 50 mM Tris-acetato pH
7.0, 1 mM EDTA, 22 mM NH,CI, 5 mM UDP-[U-" "C]glucosa (0.8 mCi/mol). La reaccion
se detuvo con 117 ul de etanol absoluto. El glicogeno se cuantific6 en un contador de
centelleo liquido luego de su recoleccion en filtros de fibra de vidrio GF/C Whatman vy
lavado con etanol 70% 2 veces. Una unidad enzimatica se definié como la cantidad de
enzima que cataliza la incorporacion de 1 pmol de glucosa en glicégeno por minuto a
70°C.

4.3 Determinacion de la actividad PPX

La actividad PPX se determiné midiendo la hidrdlisis de [32P]poIiP (Akiyama y col., 1993).
La mezcla de reac&c’)n (50 pI) contenia 50 mM Tris-acetato pH 7, 100 mM KCI 10 mM
MnCI2 y 250 uM [ P]poliP. EI MnCl,, se agreg¢ al final para evitar la precipitacion del
poliP. Luego de incubar 15 min a 50°C, la mezcla de reaccién se enfrié 5 min en bafio de
hie%azy se inactivd agregando 50 pl de 7% HCIO4 y 5 yl de 20 mg/ml BSA para precipitar
el [ P]poliP remanente, el que se cuantificé en un contador de centelleo liquido luego de
su recoleccion en filtros de fibra de vidrio GF/C Whatman y lavado con 0.1 M pirofosfato
de sodio en 1 M HCI 2 veces y etanol 1 vez. Una unidad enzimatica se definié como la
cantidad de enzima capaz de hidrolizar 1 pmol de Pi del poliP por minuto a 50°C.

5. Métodos de analisis de poliP

5.1 Sintesis in vitro de [32P]poIiP
recombinante (PPKr) de E. coli

700 2 €XPensas de PPK

5.1.1 Sintesis de[32P]poIiP700 como marcador
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Se realizé segun Ault-Riché y col., (1998) en un volumen de 0.35 ml de una solucién que
contenia 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 40 mM NH48032 4 mM MgCl,,, 40 mM creatina-fosfato,
20 ug/ml creatina fosfokinasa (CPK), 1 mM [y-— PJATP (0.14% MCi/nmol), 35000 U de
PPKr de E. coli (Kumble y col., 1996). La reaccion se incubé 30 min a 37°C y se detuvo
agregando 35 ul de 0.5 M EDTA. La cinética de reaccidon se siguidé mediante
cromatografia ascendente en capa delgada (TLC) en placas de polietilenimidacelulosa
(Merck) utilizando como solvente una soluciéon 0.75 M de KHPO4 a pH 3.5.

5.1.2 Sintesis de [32P]poIiP700 como sustrato

Se realizé en forma similar a la seccion anterior, segun Ault Riché y col., (1998) pero
aumentando el v%umen de reaccion a 10 ml y reduciendo 14 veces la actividad
especifica del [y-~ PJATP. Se utilizaron 90000 U de PPKr de E. coli y la reaccién se
incubd por 3 ha 37°C

5.2 Purificacién de [32P]poIiP7M sintetizados in vitro

5.2.1 A pequena escala

Sseé realiz6 segun Ault-Riché y col. (1998). La reaccion de sintesis in vitro de
[ P]poliP700 (0.35 ml) se aplicé en un colchén formado por 1.9 ml de 2.5 M CsCl en 50
mM Tris-CIH pH 7.4, 10 mM EDTA. Luego de 4 h de centrifugaciéon a 45000 rpm, rotor
Sorvall AH-650, el gradiente se dividié en alicuotas de 200 ul. Para precipitar el poliP, se
agrego6 a cada una de estas alicuotas 140 pl de isopropanol y las mismas se incubaron a
temperatura ambiente durante 30 min, seguido de centrifugacién por 30 min en centrifuga
Eppendorf a 13000 rpm. Los sedimentos se lavaron con 600 ul de etanol al 70%, se
secaron durante la noche por vacio y se resuspen%igron en 25 ul de agua bidestilada
estéril. Para determinar la presencia y cantidad de [~ P]poliP se analiz6 la radiactividad
de alicuotas de 1 yl de estas fracciones. La presencia de radiactividad fue detectada en la
alicuota correspondiente a la fraccién inferior del gradiente. La identidad y pureza del
poliP obtenido se confirmd segun se explicg2 en la seccién 5.3 de este capitulo.
Tipicamente se obtuvo una solucién 4 mM de [~ P]poliP con una actividad especifica de
200 cpm/pmol.

5.2.2 A gran escala

La reaccién de sintesis (10 ml) se aplicé en un colchéon de 55 ml de 2.5 M CsCl en 50 mM
Tris-CIH pH 7.4, 10 mM EDTA. La centrifugacién se realizé durante 16 h a 30000 rpm
(rotor Sorvall 647.5). El gradiente se dividi6 en alicuotas de 5 ml, y a cada una se agrego
3.5 ml de isopropanol y se incubd a temperatura ambiente 30 min, seguido de
centrifugacion 30 min a 11500 rpm (rotor Beckman AJ-20). Los sedimentos se lavaron
con 3.5 ml de etanol al 70%, se secaron durante la noche por vacé%y se resuspendieron
en 600 ul de agua bidestilada estéril. La presencia y cantidad de [ P]poliP se %itimaron
segun se indicé anteriormente. Tipicamente se obtuvo una solucion 8 mM de [~ PpoliP]
con una actividad especifica de 13 cpm/pmol.
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5.3 Analisis de poliP mediante hidrélisis por PPX de Saccharomyces
cerevisiae (PPXSce)

Se realiz6é segun Wurst y col. (1995) en un volumen de 20 pl contegbendo 20 mM Tris-CIH
pH 7.5, 5 mM Mg(CH CO0),, 50 mM NH4(CH COO)2 200 puM [ P]pollP700 y 6000 U
de PPXSce (Wurst y coI 35) La reaccidn se incubd a 37°C y la cinética de reaccion se
sigui® mediante TLC en placas de polietilenimidacelulosa (Merck) utilizando como

solvente 0.75 M KHPO4, pH 3.5.

5.4 Extraccion de poliP endégeno de S. solfataricusy S.
acidocaldarius

A los tiempos correspondientes, alicuotas de 1 ml de cultivo se centrifugaron durante 2
min en centrifuga eppendorf y los sedimentos se resuspendieron en 0.3 ml de 4 M
isotiocianato de guanidina (GITC), 50 mM Tris-HCI pH 7.0 precalentado a 95°C. La
suspension se mezclo por vortex, se incub6 a 95°C por 3 min y se sonico 30 s 3 veces.
Se reservé una alicuota de 10 ul de esta fraccion para la determinacion de proteinas. A
cada tubo se agregé 30 pl de 10% SDS y luego de incubacion a 95°C durante 2 min, se
agrego 300 ul de 50% etanol y 5 pl de microperlas de vidrio Glassmilk® (Bio 101). Luego
de agitacién por vortex y de incubar 30 s a 95°C, los tubos se centrifugaron a 13000 g
durante 1 min y el sedimento de Glassmilk® se resuspendié por vortex en 0.5 ml de
“buffer New Wash” frio (5 mM Tris-HCI pH 7.5, 50 mM NacCl, 5 mM EDTA, 50% etanol) y
se centrifugé a 13000 g durante 30 s. El sedimento que contenia el poliP, DNA y RNA
unido a Glassmilk, se resuspendié en 100 pl de una solucién que contenia 50 mM
Tris-HCIl pH 7.0, 5 mM MgCI2, 5 pug/ml DNasa y 5 pg/ml RNasa y se incub6 a 37°C por 30
min. Luego el sedimento se lavd dos veces con 200 pl de “buffer New Wash” para
eliminar los productos de la degradacion de los acidos nucleicos. El poliP unido al
Glassmilk® se eluyd en dos pasos resuspendiendo el sedimento por vortex en 25 ul de
agua cada vez, incubando 2 min a 95°C y centrifugando a 13000 rpm para tomar el
sobrenadante. El poliP soluble recuperado en esta fraccion (50 ul) se congelé a —20°C
hasta su cuantificacion.

5.5 Cuantificacion de poliP

La reaccion se realizd segun Ault-Riché y col. (1998) en base a la actividad reversa de la
PPK (en exceso de ADP) de la PPKr de E. coli (Kumble y col., 1996). El ensayo se realizé
en un volumen final de 50 pl en tampdén 50 mM Hepes-KOH pH 7.2, 40 mM ( NH4) SO
4 mM MgCl,, 0.1 mM ADP, 5000 unidades de PPKr y 5 ul solucién conteniendo el pollé
La incubacion se realizé 45 min a 37°C. La reaccién se interrumpié por calentamiento (2
min a 95°C) y luego la mezcla se diluyé 1:5, 1:25 y 1:50. Alicuotas de 50 pl de estas
diluciones se ensayaron con 50 ul de luciferasa (Boehringer). EI ATP generado por la
PPK se cuantificé midiendo la luz emitida en un luminémetro Lumi/96 de Bioscan.
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5.6 Microscopia electrénica

Se realizdé segun Gonzalez y Jensen (1998). Diez pl de las suspensiones celulares se
montaron sobre grillas cubiertas con Formvar durante 2 min, dos veces. El exceso de
liquido se absorbid con papel de filtro y las grillas se secaron por vacio. Las células se
observaron con un microscopio electronico de transmision Philips Tecnai 12 a 80 kV.

6. Analisis de proteinas

6.1 Marcacion de proteinas in vivo con H,, 32PO

4

4

Se realizé segun Skoérko (1984) con las siguientes modificaciones: 200 ml de un cultivo
que habia alcanzado una DO6 de 0.8 por centrifugacién (15 min a 5500 g) se
resuspendié en 40 ml de medio 88 conteniendo 0.2% de saggrosa y con una reduccion
de fosfato de 1/100. Inmediatamente se agregé 5 mCi de H3 PO4 y el cultivo se incubé
por 36 h mas a 140 rpmy 70°C.

6.2 Preparacidén de las fracciones para electroforesis en geles de
poliacrilamida

6.2.1 Muestras para electroforesis desnaturante en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

6.2.1.1 Proteinas totales

Diez mg de células (peso humedo) se resuspendieron en 100 ml de agua destilada y se
trataron con 50 pl de tampén de carga 3X: 0.187 M Tris-HCI (pH 6.8), 6% SDS, 30%
glicerol, 15% [-mercaptoetanol y 0.06% azul de bromofenol (Laemmli, 1970). Las
muestras se calentaron a 95°C por 5 min, se centrifugaron brevemente para eliminar
debris y 3 a 5 pl del sobrenadante se aplicaron en los pocillos de los geles.

6.2.1.2 Fracciones correspondientes a la purificacién del complejo
glicégeno-proteina

Alicuotas de 10 pl correspondientes a las tres fracciones se trataron con 5 ul de tampoén
de carga 3X: 0.187 M Tris-HCI (pH 6.8), 6% SDS, 30% glicerol, 15% B-mercaptoetanol y
0.06% azul de bromofenol (Laemmli, 1970). Las muestras se calentaron a 95°C por 5 min
y se centrifugaron brevemente para tomar el sobrenadante.
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6.2.2 Muestras para electroforesis bidimensional en condiciones de no
equilibrio (NEPHGE)

Se trataron como lo describe O’Farrell y col. (1977). Alicuotas de 50 ul correspondientes
a la F2 se secaron durante una hora por centrifugacién al vacio y se guardaron a —20°C.
Luego se resuspendieron en 20 ul de tampoén de lisis (9.5 M urea; 2% Nonidet; 1.6%
anfolitos 5-7; 0.4% anfolitos 3-10; 5% B-mercaptoetanol) y se incubaron 1 h a temperatura
ambiente.

6.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS

Los geles de poliacrilamida en presencia de SDS para electroforesis en placa (SDS
PAGE) se prepararon segun la técnica descrita por Laemmli (1970). El gel concentrador
se preparo al 3% vy el gel separador al 12%. Las electroforesis se corrieron a 200 V, hasta
que el colorante indicador alcanzara el borde inferior del gel. Para la tinciéon se empled
0.2% de Azul de Coomassie en 25% de metanol y 7.5% de acido acético por 1 h. Luego
los geles se destifieron mediante lavados sucesivos con una solucion de 25% metanol y
7.5% de acido acético y se secaron por vacio a 80°C.

6.4 Electroforesis bidimensional de proteinas

Se utilizé la técnica descrita por O’Farrell (1975) y O’Farrell y col. (1977) en condiciones
de no-equilibrio (NEPHGE). La primera dimensién consistié en una electroforesis en
gradiente de pH de 3-10 durante 5.5 h a 400 V. Para la segunda dimension se utilizé un
gel de SDS-poliacrilamida al 11.5%. El método de tincidén fue el mismo que se utilizé para
SDS-PAGE. En los casos en que se emplearon proteinas marcadas radiactivamente con
32P los geles una vez secos, se expusieron a peliculas autorradiogréficas y se revelaron
alos 7 dias.

6.5 Preparacioén de las proteinas para microsecuenciacion del
extremo amino terminal y de péptidos internos

Las manchas proteicas se escindieron de los geles secos sobre papel de filtro con bisturi
y se hidrataron en 500 uyl de 50 mM H BO3 0.1% SDS durante 2 h a temperatura
ambiente. Luego los fragmentos hidratad%s se aplicaron a los pocillos de un gel de
poliacrilamida desnaturante al 12 % y se agregd 25 ul de tampdén de carga 1X y se
corrieron a 40 V hasta que la muestra atravesé el gel concentrador y luego a 100 V. El gel
se traté de la siguiente forma: para microsecuenciacién del extremo amino terminal, las
proteinas se fransfiieron a una membrana de difloruro de polivinilideno (PDVF)
(Matsudaira, 1989). La transferencia se realizdé durante 0.8 h a 0.8 A y la visualizacién de
las proteinas se realiz6 mediante tincién con 0.1% de Azul de Coomassie en 50% de
metanol por 5 min. La membrana se destiiid con una solucion de 50% de metanol y 10%
de acido acetico.
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Para la digestion enzimatica y secuenciacion del extremo amino terminal de péptidos
internos, el gel se fij6 con una solucién de 45% de metanol y 10% de acido acético
durante 10 min, se tifd con una solucion de 3% amidoblack-10B en 45% de metanol y
10% de &cido acético durante la noche y se destifid con agua bidestilada. La mancha
proteica se escindio del gel humedo y se secé por centrifugacion al vacio.

6.6 Digestion enzimatica para la obtencion de péptidos internos y
separacion de los mismos

Se realizé en el Laboratorio de Microsecuenciacion de Proteinas del Instituto Pasteur,
Paris. La digestion se realizdé con endolisina C y la separacion de los péptidos obtenidos
se realizé por HPLC.

6.7 Microsecuenciacion del extremo amino terminal de proteinas y
péptidos internos

La microsecuenciacion se realizdé por degradaciéon de Edman (Matsudaira, 1989) en el
Laboratorio de Microsecuenciacidon de Proteinas del Instituto Pasteur, Paris. La
comparacion de las secuencias obtenidas con proteinas en bases de datos se realizé
utilizando el algoritmo BLAST version 2.0 (Altschul y col., 1997).

6.8 Determinacidon cuantitativa de proteinas

Se realiz6 segun el método de Bradford (Coomassie Plus Protein Assay Reagent; Pierce).

7. Técnicas de Biologia Molecular

7.1 Purificacion de DNA

7.1.1 Extraccion de DNA gendémico de S. acidocaldarius y S. solfataricus

El DNA gendmico se obtuvo a partir de cultivos de 48 h mediante Wizard® genomic DNA
purification kit (Promega). El mismo se basa en una lisis celular seguida de digestion
enzimatica del RNA, precipitacién de las proteinas y posteriormente precipitacion del DNA
gendmico con isopropanol y redisolucion en agua. El rendimiento fue de 7 ug DNA/mg
células (peso humedo).

7.1.2 Purificacion de amplificados de PCR y otros DNAs desde geles de
agarosa
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Se realizé con Wizard® PCR Preps DNA Purification System (Promega). El método se
basa en la escision de la banda desde el gel de agarosa con bisturi y fundido de la
agarosa a 37°C en presencia de una resina que une el DNA. La resina se aplica a una
mini columna y luego de dos lavados con isopropanol, el DNA se eluye con agua
mediante centrifugacion. Para fragmentos de entre 200 -3200 pb el método tiene una
recuperacion de por lo menos 60%.

7.1.3 Extraccién de plasmidios desde cultivos de E. coli

7.1.3.1 A pequeina escala

Se utilizd Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System (Promega) basado en una
lisis celular alcalina, seguida de neutralizacion y centrifugacion. El sobrenadante se aplica
en una mini columna que contiene una resina que une el DNA plasmidial. La resina se
lava con isopropanol y el DNA plasmidial se eluye con agua por centrifugacion.
Tipicamente, el método tiene un rendimiento dcs_ 1.8-4.1 ug/ml de cultivo para un
plasmidio de alto numero de copias como el pGEM ™~ T.

7.1.3.2 A gran escala

Se utilizé Wizard® Plus Maxipreps DNA Purification system (Promega) también basado
en el método de lisis alcalina clasico y purificacién del ADN por medio de resinas de
union.

7.1.4 Purificacion de productos de digestion mediante fenol-cloroformo

Se realizé de acuerdo con Sambrook y col. (1989). Brevemente, se partiéo de un volumen
de 80 pl de la solucion de DNA y se le agregaron 100 pl de una mezcla de
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico en la relacién 25:24:1. En estas condiciones, las
proteinas pasan a la fase fendlica mientras que el DNA permanece en la fase acuosa.
Luego se realizé una segunda extraccion con 100 ul de cloroformo-alcohol isoamilico en
la relacién 24:1. Para extraer la fase acuosa residual, se agregaron 100 ul de agua
siguiendo los mismos pasos de extraccion. EI DNA obtenido en las 2 fracciones
(aproximadamente 200 pl) se precipitdé con 1.5 pl de una solucion de 20 pg/ul de
glicogeno y 8 pl de 5 M NaCl (agitando por vortex) y se agregaron 800 pl de 90% de
etanol. Se mezcldé por inversion y se incubd 30 min en hielo (o toda la noche a —20°C).
Luego el DNA se centrifugd 30 min a 14500 g (4°C) y se recuperd como un sedimento
blanquecino. El sedimento se lavo con 500 pl de 70% de etanol, agitando por inversion y
centrifugando 10 min a 14500 g y se seco6 a 37°C por 5 a 15 min. Finalmente, el DNA se
resuspendié en 35 pl de agua bidestilada estéril.

7.2 Cuantificacion de DNA

La cuantificacién del DNA gendmico se realizé midiendo la absorbancia a 260 nm (A
de una dilucién 1:50 de la solucion de DNA obtenida (Sambrook y col., 1989). Una

60)
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igual a 1 corresponde a una solucion de DNA de 50 mg/ml. La pureza del DNA obtenido

se estimd mediante la relacion A260/A280'

7.3 Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Para visualizar la calidad y el tamafo del DNA cromosomal, plasmidial o los fragmentos
de PCR se utilizaron geles de agarosa al 1% en tampén TAE 0.5X (20 mM Tris-acetato
pH 8.0, 0.5 mM EDTA). Las muestras se mezclaron con tampon de carga 10X (20% Ficoll
400, 0.1 M EDTA 1% SDS, 0.25% azul de bromofenol y 0.25% xilen cianol). La tincién se
realizé durante 10 min a una concentracion de bromuro de etidio de 0.2 ug/ml en TAE
0.5X. Las bandas se visualizaron por la fluorescencia emitida al irradiar con luz
ultravioleta de 320 nm.

7.4 Partidores y determinaciones de PCR

7.4.1 DOP-PCR (“degenerate oligonucleotide primer polymerase chain
reaction”)

Los partidores degenerados (DOPs) para DOP-PCR se disefiaron a partir de las
secuencias de los extremos amino terminal de la proteina P60 y de extremos amino
terminal de péptidos internos y se sintetizaron por Genset Corporation®. La Taq
polimerasa utilizada fue de Promega y se siguieron las especificaciones del fabricante. Se
utilizaron 80 ng de DNA gendmico, 60 pmoles de cada partidor, 0.1 mM dNTPs, 5%
DMSO en un volumen de reaccién de 50 ul. Las condiciones de reaccion se ajustaron de
acuerdo con los pares de partidores utilizados y el tamafo esperado del fragmento a
amplificar. Tipicamente, los pasos fueron los siguientes: 3 min a 95°C seguidos de 30
ciclos a 95°C por 30 s, 40°C por 30 s, 72°C 30 s y luego 3 min a 72°C. Luego se agrego 3
Ml de tampdn de carga 10X y 14 ul de esta muestra se corrieron en un gel de agarosa al
1% en TAE 0.5X. El gel se tifid con la solucién de bromuro de etidio. Los fragmentos
amplificados se escindieron del gel y se purificaron segun lo descrito anteriormente.

Los DOPs utilizados fueron los siguientes:

P60NH2DD (5-YTNAARCAYGTNTGGATGAT-3),

P6021DD (5-ATHATHGAYWSNTGGAAYAT-3’),

P6021DR (5-ATRTTCCANSWRTCWATWAT-3’),

P6027DD (5-ACNGARGAYMGNGCNGARAT-3’),

P6027DR (5-ARNACYTCNARYTCRTCRAA- 3’).

R (A,G); Y (C,T); M (A,C); S (G,C); W (A, T); H(AT,C)N (A,C,G;T)

7.4.2 PCR inversa

Se realizdé de acuerdo con Ochman et al. (1990), utilizando Elongasa (GIBCO BRL) y de
acuerdo con las especificaciones del fabricante. Se usaron 45 pmol de los partidores no
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degenerados P60OND3R (5'-AGACTAGCTACTTTCTCTAC-3") y P60NDSD
(5-CTTCTCTTCTGGTTCCATAG-3") y 30 ng de DNA total de S. acidocaldarius digerido
con Xhol y religado en un volumen de 50 pl. Las concentraciones de dNTPs y DMSO
fueron 0.1 mM y 5% respectivamente. Las condiciones de reaccion fueron 3 min at 95°C
seguidos de 30 ciclos a 95°C por 30 s, 52°C por 30 s y 68°C por 4 min, y luego 5 min a
68°C.

7.4.3 Amplificacion del gen p60 de S. acidocaldarius

El gen p60 se obtuvo por PCR a partir del DNA gendémico de S. acidocaldarius utilizando
los partidores no degenerados P60NNdel y P60CAval2 correspondientes a los extremos
5y 3’ del gen y que contenian los sitios de restriccion para las enzimas Ndel y Aval. Las
secuencias de los partidores son:

P60NNdel: 5TTAACATATGAAGAGATATGAAAGCCT3
P60Caval2: AATACTCGAGAAATGATGCTAACAGTCTAT3’

La Pwo DNA Polimerasa utilizada fue de Boehringer Mannheim y se siguieron las
especificaciones del fabricante. Se utilizaron 80 ng de DNA gendmico, 400 ng de cada
partidor, y 0.1 mM dNTPs en un volumen de reaccion de 50 pl. Los pasos fueron los
siguientes: 3 min a 95°C seguidos de 22 ciclos a 95°C por 30 s, 58°C por 30 s, 72°C 2
min, y luego 3 min a 72°C. Luego se agregd 3 ul de tampdn de carga 10Xy 14 ul de esta
muestra se corrieron en un gel de agarosa al 1% en tampdén TAE 0.5X. El gel se tifid con
la solucién de bromuro de etidio y los fragmentos amplificados se escindieron del gel y se
purificaron segun lo descrito anteriormente.

7.4.4 Amplificacion del fragmento genémico que comprende los ORFs c50
004 y c50 003 de S. solfataricus

La regiéon c50 004-c50 003, que compone el gen ppx de S. solfataricus se obtuvo por
PCR a partir del DNA gendmico utilizando los pares de partidores no degenerados
C5004NNdel y C5003CXholH correspondientes a los extremos 5 del ORF ¢50 004 y 3’
del ORF c¢50 003, sin su propio coddon de término (ppxssSso) y C5004NNdel y
C5003CXhol correspondientes a los extremos 5’ del ORF ¢50 004 y 3’ del ORF c50 003,
con su propio coddon de término (ppxSso). Los partidores contenian los sitios de
restriccion para las enzimas Ndel y Xhol segun se indica por su denominacion Ndel o
Xhol, respectivamente. Las secuencias de los partidores son:

C5004NNdel: 5 TTCATATGATATCGGCAGTTATAG 3
C5003CXholH: 5 GCCTCGAGTACTCTTACACCGACAACGTACT 3
C50003CXhol: 5 TACTCGAGTCATACTCTTACACCGACAACG &

La reaccion de PCR se realizé en las mismas condiciones que la seccién anterior.
Los pasos fueron los siguientes: 3 min a 95°C seguidos de 20 ciclos a 95°C por 30 s,
54°C por 30 s, 72°C 2 min, y luego 3 min a 72°C.

7.4.5 PCR en colonias
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Se utilizé como templado 2 ul de una suspension celular obtenida picando cada colonia
con una punta estéril y resuspendiéndola en 100 pl de agua destilada estéril. La reaccion
se realizé en un volumen de 10 pl conteniendo 15 pmol de partidores, 0.1 mM dNTP y 0.2
unidades de Taq polimerasa.

7.5 Digestiones de DNA con enzimas de restriccion

7.5.1 Digestion de DNA total de S. acidocaldarius

El DNA genomico de S. acidocaldarius fue digerido con distintas enzimas de restriccion
de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Tipicamente, 5 ug de DNA se
digirieron con 10 unidades enzimaticas en un volumen de 50 pl. El tiempo de reaccion fue
de 4 h y la temperatura de 37°C. La reaccién se detuvo agregando de 4 ul de tampén de
carga 10X.

7.5.2 Digestion de productos de PCR

100 ng de amplificado se digirieron con 10 unidades enzimaticas de la enzima de
restriccion correspondiente en un volumen de 50 pl durante 2 h a 37°C.

7.5.3 Digestién de pET21-b(+) y de pGEM® TppxssSso

1 yg de plasmidio se digirid con 10 unidades enzimaticas de la enzima de restriccion
correspondiente en un volumen de 50 ul durante 2 h a 37°C.

7.6 Ensayo de Southern blot

El DNA de S. acidocaldarius digerido con distintas enzimas de restriccion se separé
mediante electroforesis en 0.9% de agarosa en TBE 1X (90 mM Tris-borato, 2 mM EDTA)
durante 12 h a 20 V. Luego de la electroforesis el DNA se desnaturd y se transfirié a una
membrana de Nylon (Hybond-N+, Amersham®) segun el método de capilaridad. La
prehibridaciéon e hibridacién se realizaron a 42°C con “DIG Easy buffer” (Boehringer
Mannheim®). La sonda de 500 pb marcada con digoxigenina se obtuvo por PCR
utilizando el PCR dig Probe System (Boehringer Mannheim®) utilizando partidores
disefados a partir de la secuencia de los fragmentos amplificados por DOP-PCR. Las
secuencias de los partidores P60OND2D y P60OND2R son
5TTAAAGGACTGGATTACAAC3 y 5TATTTCAGCCCTATCCTCAGTS3’ respectivamente.
La deteccion de los fragmentos de DNA marcados con digoxigenina se realizé por
quimioluminiscencia con DIG Luminiscent Detection Kit for Nucleic Acids (Boehringer
Mannhein).

7.7 Ligaciones de DNA
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7.7.1 Ligacion de DNA genémico para PCR inversa

200 ng de DNA genomico de S. acidocaldarius digerido con Xhol se incubaron en un
volumen de reaccion de 100 pl con 3 unidades de T4 DNA ligasa (Promega) a 15°C
durante la noche. En estas condiciones se favorece la circularizacion de los fragmentos
de DNA lineal.

7.7.2 Ligaciones de vectores con fragmentos de PCR

7.7.2.1 Fragmento del gen p60 obtenido por DOP-PCR

Se utilizaron 50 ng del vector pGEM®'T y 30 ng de fragmento de PCR (o lo necesario
para alcanzar una relacion molar inserto-vector entre 1:1 a 3:1) 3 unidades de T4 DNA
ligasa (Promega) en un volumen final de 10 pl. La reaccion se incubd a 4°C durante la
noche.

7.7.2.2 Gen p60

Se utilizaron 25 ng del vector pET-21b(+), y 20 ng del gen amplificado por PCR (o lo
necesario para alcanzar una relacion molar inserto-vector entre 1:1 a 3:1) 3 unidades de
T4 DNA ligasa (Promega) en un volumen final de 10 pl. La reaccién se incubd a 4°C
durante la noche.

7.7.2.3 Genes ppxssSsoy ppxSso

Previamente a la ligacion de los amplificados por PCR se les realizé un tratamiento de
“A-Tailing”. Brevemente, se incubaron 140 ng del fragmento con 1 unidad de Taq
Polimerasa y 0.2 mM ATP en un volumen final de 20 ul durante 20 min a 70°C.

Para la ligacion, se utilizé el sistema pGEM®_T Easy Vector System (Promega). 25
ng de vector pGEM ~ T Easy Vector y 14 ng del amplificado de PCR se incubaron con 3
unidades de T4DNA ligasa en un volumen final de 10 ul a 4°C durante la noche.

Para la ligacién del fragmento ppxssSo con el vector pET-21b(+), ambos digeridos
con las enzimas de restriccion Ndel y Xhol, se utilizaron 25 ng del vector y 20 ng del
fragmento y se trataron segun la seccion anterior.

7.8 Transformaciones

7.8.1 Con reacciones de ligaciéon

Las células competentes de E. coli JM109 (Promega) poseen una eficiencia de
transformaciéon de mas de 1 x 10~ ufc/ug de DNA por lo que son adecuadas para
transformar productos de ligacion. Se utilizaron 25 ul de células y 5 ul de la reaccién de
ligacion. La mezcla se incub6 20 min en bafio de hielo y 1 min a 42°C, retornando el tubo
inmediatamente al hielo. Luego se agregd 950 ul de medio SOC (Promega), se incubd 45
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min a 37°C con agitaciéon y se plaquearon alicuotas de 100 y 200 ul en placas de Petri
con agar LB Amp/IPTG/X-Gal. El catastro de colonias recombinantes se realizd
visualmente (colonias blancas) y por PCR de las colonias).

7.8.2 Con vectores

Se utilizaron 50 pl de células de E. coli JM109 o de E. coli BL21(DE3)pLysS y 50 ng de
vector. La mezcla se incubd 20 min en bafo de hielo y 1 min a 42°C, retornando el tubo
inmediatamente al hielo. Luego se agregd 950 uyl de medio SOC (Promega), se incubd 45
min a 37°C con agitacién y se plaquearon alicuotas de 100 y 200 ul en placas de Petri
con agar LB Amp/Cm. El catastro de las colonias transformantes se realizé por PCR.

7.9 Secuenciacion de DNA

7.9.1 Templados utilizados

Para obtener suficiente cantidad de fragmento de DNA obtenido por PCR se realizaron 3
reacciones de PCR y los amplificados se purificaron como se describié en la seccion
7.1.2 y se concentraron utilizando Microcon 10 (Millipore) hasta una concentracion de 10

ng/ul.

7.9.2 Métodos de secuenciacion

En el laboratorio se utilizé el dsDNA Cycle Sequencing System de GIBCO BRL. El
método se basa en sucesivos ciclos de sintesis de DNA complementario a la hebra de
DNA que se quiere secuenciar (Sanger y col., 1977; Murray 1989). En otros casos la
secuenciacion se realizé en forma automatizada utilizando un secuenciador ABI PRISM
modelo 377 del servicio de secuenciacion de la Universidad Catdlica de Chile o de
Lankenau Medical Research Center, Wynnewood, USA.

Las secuencias obtenidas se compilaron y analizaron con el sistema computacional
UWGCG (Wisconsin Package Version 9.1, Genetics Computer Group (GCG), Madison,
Wisc.

8. Expresion y purificacion de proteinas
recombinantes

8.1 P60 recombinante (P60r)

Se crecieron 5 ml de cultivo de la cepa SC1 de E. coli durante la noche. Cuatro ml de este
cultivo se colectaron por centrifugacion durante 5 min a 9000 g. Las células se
resuspendieron en 1 ml de LB fresco y se utilizaron como in6culo para 400 ml de cultivo.
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El cultivo se incub6 a 37°C a 200 rpm y cuando alcanzé una DO6 de 0.6 se agreg6 2
mM IPTG. Luego de 3 h las células se colectaron por centrifugacion durante 20 min a
4500 g y el sedimento se resuspendioé en 40 ml de tampdn de union (5mM imidazol, 0.5 M
NaCl, 20 mM Tris HCI pH 7.9).

La purificacién de la P60r se realizé en condiciones desnaturantes. Primero se
realizé una ruptura celular por sonicacion durante 1 min 30 s (en intervalos de 30 s).
Luego de una centrifugacion a 20000 g durante 15 min, el sedimento o fraccion de
membranas (FM) se resuspendié en 10 ml de tampon de union 6 M urea y se incubd
durante 1 h en hielo. La muestra se centrifugd a 24000 rpm en rotor T880 durante 20 min
y el sobrenadante se filtr6 con filtro Millipore de 0.45 um para ser aplicado en una
columna conteniendo 1.5 ml de resina His Bind Resin (Novagen) equilibrada con 50 mM
NiSO ,. La elucién se realizé con 9 ml de tampén de elucién (300 mM imidazol, 0.25 mM
NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 7.9, 6 M urea). Las fracciones recolectadas (0.5 ml) fueron
analizadas por SDS-PAGE. La renaturacién se llevé a cabo por didlisis en Tris-acetato 50
mM pH 7.0 disminuyendo en cada cambio de tampédn la concentraciéon de ureaa4 M, 2 M
para finalmente eliminarla.

8.2 PPX recombinante de S. solfataricus (PPXrSso)

Se crecieron 5 ml de cultivo de la cepa SC21 de E. coli durante la noche y se colectaron
por centrifugacion durante 5 min a 9000 g. Las células se resuspendieron en 1 ml de LB
fresco y se utilizaron como inéculo para 500 ml de cultivo. El cultivo se incubd a 37°C a
200 rpm y cuando alcanzé una DO de 0.5 se agregé 1 mM IPTG. Luego de 2 h las
células se colectaron por centrifugacion durante 20 min a 4500 g y el sedimento se
resuspendié en 5 ml de “1X Ni-NTA bind buffer” (10 mM imidazol, 300 mM NaCl, 50 mM
NaH2PO pH 8.0) y se agregé lisozima 250 uyg/ml. Se incubd 10 min en bafio de hielo
seguido ée sonicacion durante 1min 30 s (en intervalos de 30 s) y se centrifugd durante
30 min a 20000 g. El sedimento o fraccion de membranas (FM) se resuspendio en 5 ml
de “1X Ni-NTA bind buffer” 8 M urea y se incubd durante 1 h a temperatura ambiente con
agitaciéon. Luego se centrifugd durante 30 min a 10000 g (temperatura ambiente) y al
sobrenadante se le agregd 1 ml de resina Ni-NTA His Bind resin (Novagen). Luego de
incubar durante 1 h con agitaciéon la suspension se aplicé en una columna. La resina se
lavé dos veces con 4 ml de “1X Ni-NTA Wash buffer” (20 mM imidazol, 300 mM NaCl, 50
mM NaH,PO, pH 8.0, 8 M urea) y la proteina se eluyd con 4 ml de “1X Ni-NTA Elute
buffer’ (250 mM imidazol, 300 mM NaCl, 50 mM NaH,PO, pH 8.0, 8 M urea). Las
fracciones recolectadas (0.5 ml) se analizaron por SDS-PAGE. La renaturacién se llevo a
cabo por dialisis en 50 mM Tris-HCI pH 7.0, 100 mM KCI, 15% glicerol disminuyendo la
concentracion de urea sucesivamente a 2 M, 500 mM y 100 mM para finalmente
eliminarla.

9. Métodos Bioinformaticos
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Los analisis de busqueda de similitud entre secuencias proteicas se realizaron con el
programa BLASTP 'y PSI BLAST (Altschul y col, 1997) del NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) y del sito Web del genoma de S. solfataricus
(http://niji.imb.nrc.ca/sulfolobus/).

Los alineamientos multiples se realizaron con ClustalW 1.8
(http://dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331/multi-align/multi-align.html) 'y se editaron con
BOXSHADE 3.21 (http://www.isrec.isbsib.ch:8080/software/BOX_form.html).

La busqueda de dominios conservados se realizé con el programa RPS-BLAST 2.1.2
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/).

La identificacion de sitios potenciales de fosforilacién de la P60 se realizé con el
programa de busqueda de sitios consenso de fosforilacion Phosphobase
(http://www.cbs.dtu.dk/databases/PhosphoBase/index.html; Kreegipuu y col., 1999).

10. Numeros de acceso a base de datos de las
secuencias nucleotidicas

La secuencias nucleotidicas de los genes p60 (g/lgA) de S. acidocaldarius y ppx de S.
Solfataricus estan disponibles en GenBank bajo los nros. AJ294724 y CAC39441
respectivamente.
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1. PoliP en S. acidocaldarius y S. solfataricus

El primer indicio sobre la presencia de poliP en S. acidocaldarius se tuvo mediante la
observacién de granulos electrodensos por microscopia electrénica (Cardona y col., 2001
a; anexo 2). Sin embargo, estos granulos no son una prueba concluyente de la presencia
de poliP ya que estos cuerpos electrodensos pueden corresponder a otros compuestos
como la glucosa pentakis (difosfato) (Hensgens y col., 1996). Para confirmar la presencia
de poliP se decidio utilizar el método cuantitativo desarrollado por Kornberg (Ault-Riché y
col., 1998), que se basa en una extraccién de los poliP por uniéon a microperlas de vidrio
(glassmilk) y analisis mediante tratamiento con la PPKr de E. coli en exceso de ADP. El
ATP liberado es cuantificado con la reaccion de la luciferasa. De esta forma se puede
confirmar la presencia de poliP en una forma mas especifica.

1.1 PoliP durante el crecimiento en medio rico

Los poliP se midieron durante el crecimiento de S. acidocaldarius (Fig. 6a) y en S.
Solfataricus (Fig. 6b). Ademas de confirmarse la presencia de poliP en ambos
microorganismos se observo que los niveles de poliP relativos a los niveles de proteina
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fueron mas altos en la fase estacionaria que en la fase exponencial.
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Figura 6. Niveles de PoliP durante el crecimiento. Los cultivos de S. acidocaldarius y S.
solfataricus se crecieron en medio 88 con extracto de levadura y medio 182 con extracto
de levadura y casaminoacidos, respectivamente. A los tiempos indicados se retiraron
alicuotas de 1 ml para medir la densidad ¢ptica a 600 nm (DO y para la extraccién de
poliP. Los niveles de poliP se determinaron por tratamiento con PPKr y cuantificacién del
ATP liberado por el método de la luciferasa.

1.2 Niveles de PoliP durante carencias nutricionales en S. solfataricus

Para determinar si los niveles de poliP aumentan ante factores de estrés se crecieron
cultivos de S. solfataricus en medio rico hasta la fase exponencial (DO

correspondiente a 0.25), se colectaron las células y se resuspendieron en el mismo
medio o en un medio sin fuente de carbono ni aminoacidos, continuandose el crecimiento
por 48 h mas. A distintos tiempos se tomaron alicuotas y se determinaron la DO600 y los
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niveles de poliP (Fig. 7a). El crecimiento continu6 hasta una DO de 0.6 alas 48 h. en
el cultivo control mientras que en el cultivo sometido a la condicion de carencia el
crecimiento se detuvo. Los niveles de poliP relativos a los niveles de proteinas
disminuyeron con el tiempo en las células control, mientras que en las células sometidas
a la carencia, los niveles de poliP relativos a los niveles de proteinas aumentaron en
todos los tiempos analizados con respecto a las células control, incrementandose hasta 8
veces a las 48 h. Ademas en las células sometidas a la carencia se observé la presencia
de 1 6 2 granulos electrodensos aumentados de tamano (Fig.7b, carencia) mientras que
en las células control se observaron a lo sumo un granulo de muy pequeio tamano (Fig.
7b, control).

polil, nmcl /mg protoing
comooe RS G E

ﬂ

L =1 18 h B okl
Flcarencla
)
24 h control 24 h carencia

Figura 7. PoliP durante carencias nutricionales en S. solfataricus. Los microorganismos se
crecieron en medio 182 suplementado con extracto de levadura (1 g/l) y casaminoacidos
(1 9/l). Las células se colectaron al llegar a fase exponencial media (DO 0.3) y se
) ) . 60(5)
resuspendieron en igual volumen de medio 182 suplementado con extracto de levadura y
casaminoacidos (control) o medio 182 (carencia). A los tiempos indicados se tomaron
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alicuotas para la determinacién de poliP (a) y para microscopia electronica (b). Las flechas
indican la posicién de los granulos observados.

Para indagar cual era la carencia que causaba la acumulacion de los poliP, S.
Solfataricus se crecioé en el mismo medio 182 pero reemplazando el extracto de levadura
por sacarosa Yy los casaminoacidos por una solucion de aminoacidos. Luego del
crecimiento hasta la fase exponencial, las células se colectaron y se resuspendieron en el
mismo medio omitiendo los aminoacidos (Fig. 8). Cuando las células se sometieron a la
carencia de aminoacidos los niveles de poliP relativos a la cantidad de proteinas
aumentaron significativamente en todos los tiempos analizados (Fig. 8a) y ademas las
células mostraron granulos electrodensos aumentados de tamafo que burbujeaban bajo
el haz de electrones, lo cual es caracteristico de granulos de poliP (Fig. 8b, -aa). En

cambio en las células control, los granulos eran casi imperceptibles (Fig. 8b, control).

Cuando las células se sometieron a una carencia de fosfato los niveles de poliP
aumentaron levemente a las 5 h pero luego no presentaron variaciones con respecto al

control (datos no mostrados).
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Figura 8. PoliP durante carencia de aminoacidos en S. solfataricus. Los microorganismos
se crecieron en medio 182 suplementado con sacarosa (2 g/l), aminoacidos (0.05 g/l) y
fosfato (3 g/l). Las células se colectaron al llegar a fase exponencial media (DO 0.3) y
se resuspendieron en el mismo medio (control) u omitiendo los aminoacidos (- aa). A los
tiempos indicados se tomaron alicuotas para la determinacién de poliP (a) y para
microscopia electrénica (b). Las flechas indican la posicion de los granulos observados.

2. Caracterizacion de la proteina P60 en relacién con
su posible actividad PPK en S. acidocaldarius

Para identificar componentes genéticos involucrados en el metabolismo de los poliP en S.
acidocaldarius, se procedié a purificar la proteina cuyas actividades PPK y GT se habian
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descrito (Skorko y col., 1989; Kdnig y col., 1982), para luego mediante genética reversa,
identificar el gen correspondiente. Segun lo descrito, al separar el glicogeno de S.
acidocaldarius de un extracto crudo mediante un gradiente de CsCl se observaban 3
proteinas asociadas al glicogeno de 61, 57 y 46.5 kDa. Luego de someter a este
complejo a un segundo gradiente durante 48 h s6lo permanecia asociada al glicogeno
una banda de 57 kDa con actividad PPKy GT.

2.1 Purificaciéon de la P60 asociada al glicégeno y ensayos de
actividad PPKy GT

Al realizar esta purificacion en nuestro laboratorio, el complejo glicogeno-proteina
obtenido del primer gradiente de CsCl mostré 3 bandas proteicas de aproximadamente
65, 60 y 50 kDa (Fig. 9, F2), similares a las descritas por Skérko y col. (1989) y Konig y
col. (1982). La proteina de 60 kDa (P60) permanecioé asociada al glicégeno luego del
segundo gradiente (Fig. 9, F3) por lo que se asumié que se trataba de la proteina de 57
kDa con actividad PPK. Segun lo descrito, esta banda estaba formada por polipéptidos de
distinto punto isoeléctrico. Esta observacion y las dos actividades PPK y GT, descritas
para esta proteina (Skérko y col., 1989; Konig y col., 1982), sugerian la presencia de dos
enzimas con el mismo peso molecular, una con actividad PPK y otra con actividad GT.
Por lo tanto se midieron estas dos actividades simultdaneamente en las fracciones
obtenidas (Tabla 2). Las fracciones de la purificacién mostraron actividad GT y PPK
(medida como material radiactivo precipitable por acido). Sin embargo los rendimientos
fueron muy bajos especialmente para la actividad PPK (0.2%). La actividad especifica de
la PPK fue 11 veces mas alta en la F2 y 5 veces mas alta en la F3 que en los extractos
crudos por lo que un 50% de la actividad PPK se estaba perdiendo en la F3. Por otro
lado, la actividad especifica GT aumentd 644 veces durante la purificacion. Cuando se
calculd el cuociente GT/PPK éste no se mantuvo constante indicando claramente que se
estaba purificando la actividad GT pero no la actividad PPK. Esto podria deberse a algun
tipo de inactivacion de la actividad PPK o a la pérdida de la enzima en la fraccién F3.
Ademas la presencia en pequefias cantidades de la P65 en la F3 (Fig. 9), sugeria que
esta proteina podria ser la responsable de la actividad PPK.
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Figura 9. Purificacion de la P60 asociada al glicbgeno. Las fracciones obtenidas en la
purificacion se analizaron por SDS-PAGE y tincién con Azul de Coomassie. F1, extracto
crudo (20ug); F2, primer gradiente de CsCl (1 mg); F3, segundo gradiente de CsC/ (1 ug);
P60r (0.5 ug). Las flechas indican las bandas de 65, 60 y 50 kDa.

Tabla 2. Actividades enzimaticas medidas durante la purificacion de la P60.

Fraccion Proteinas |PPK PPK actividad |GT GT actividad |Razén GT/PPK
totales mg | Unidades |especifica Unidades| especifica
totales (Unidades/mg) |totales |unidades/mg

F1 (extracto [116 44660 385 208916 |1801 4.7

crudo)

F2(2h. CsCl) |0.02 84,46 4223 10054 502700 119

F3 (48 h 0.01 18.43 1843 11600 | 1160000 629

CsCl)

Skoérko y col. (1989) le habian atribuido la actividad PPK y GT a la banda de 60 kDa
con una actividad PPK de 2.34 nmol de fosfato incorporados por hora. Segun las
condiciones de su ensayo nosotros calculamos que su fraccion F3 poseia una actividad
especifica para la PPK de 19500 U/mg de proteina, un valor mucho mas alto que el
observado en nuestros ensayos. Esta falta de congruencia entre nuestros resultados y los
publicados nos llevé a investigar en mas detalle el método usado por Skérko y col. (1989)
para medir actividad PPK y compararlo con el nuestro. Brevemente, para medir el poliP
sintetizado, ellos tratatﬁn la mezcla de reaccion (21 pl) que contenia el complejo
glicégeno-proteina y [y-~ PJATP (0.9 uCi) en tampén de carga (Laemmli, 1970) durante 3
min a 100°C y lo sometian a un SDS-PAGE al 10%. El supuesto poliP se detectaba como
la radiactividad que permanecia en el origen del gel por autoradiografia ya que segun
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ellos, el poliP no entraba en el gel. Por el contrario, nosotros empleamos el mismo
tampén y condiciones para medir la actividad PPK, excepto que se uso una actividad
especifica mas baja de ATP (2000 cpm/nmol). El producto radiactivo se precipité en
condiciones acidas y se filtré a través de filtros de fibra de vidrio. Una vez lavado, se
determind la radiactividad retenida por centelleo liquido.

Para demostrar la migracion del poliP en Ias3c‘20ndiciones electroforéticas descritas
por Skérko y col. (1989), empleamos 2 nmoles de | P]poIiP700 (0.007 mCi/nmol) que se
aplicaron al gel para su separacion. Sin embargo, no encontramos radiactividad en la
posicion descrita para los poliP.

2.2 Analisis de los productos de reaccién del ensayo de actividad
PPK

Aunque el método empleado en esta Tesis para medir actividad PPK se ha usado
previamente (Akiyama y coI.33992; Ault-Riché y Kornberg, 1999; Kumble y col., 1996), es
necesario confirmar que el P precipitado en condiciones acidas corresponde a poliP.
La PPK recombinante de E. coli(PPKr) (Kumble y col., 1996) y la PPX de S. cerevisiae
(PPXSce) (Wurst y col., 1995) se han usado en estos casos3Bara analizar los poliP
(Ault-Riché y Kornberg, 1999). La PPKr permite la sintesis de [ P]polyP el cual se
. . : . 7?0 .
puede usar como marcador, mientras que la identidad de poliP del compuesto sintetizado
in vitro puede ser confirmada por tratamiento con PPXSce y analisis de los productos de
reaccion por TLC (Ault-Riché y Kornberg, 1999). Tipicamente, la naturaleza de poliP se
confirmaba por hidrélisis acida del compuesto. Sin embargo el uso de enzimas como la

PPX para hidrolizar el poliP es mucho mas especifico.

Para acumular el material radiactivo sintetizado realizamos el ensayo de PPK con la
fraccion F2, que es la de mas alta actividad especifica PPK (Tabla 2), en las mismas
condicioréeés descritas pero en una forma preparativa como la descrita para la sintesis in
vitro de [ P]poliP (ver Materiales y Métodos). Se utilizd 9 mg de proteinas asociadas
a glicogeno (F2) en una mezcla de reaccion de 0.35 ml incubada por 30 min a 70°C.
Como control, se realizé en paralelo la misma reacciéon a 37°C usando 35000 U de PPKr
(Kumble y col., 1996). Para extraer el poliP formado en cada caso, las mezclas de
reaccion se aplicaron sobre un colchon de CsCl. Luego de la centrifugacién, el gradiente
se dividi6 en alicuotas de 200 ml, las que se precipitaron con isopropanol. Los
sedimentos obtenidos se lavaron con etanol y luego se resuspendieron en 20 ml dg agua
destilada y se cuantificaron por centelleo liquido. El compuesto marcado con P se
encontrd en las fracciones correspondientes al fondo del gradiente de CsCl tal como se
espera para el poliP (Ault-Riché y col., 1998). Estas fracciones se usaron como sustrato
para el analisis con PPXSce. La hidrdlisis del supuesto poliP a Pi se siguié por TLC (Fig.
10).
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Figura 10 éé\nélisis de los productos de reaccion obtenidos durante eésnsayo de actividad
PPK. P]Po/iP7O (a, carriles 1, 2 y 3), el material marcado con =~ P obtenido en el
ensayo de actividad PPK usando la fraccion F2 (b, carriles 4, 5y 6 y c, carriles 9, 10 y 11)
se incubaron en presencia (a y b) o en ausencia (c) de PPXSce a los tiempos 0 (carr/]gf 1,
4y 9), alos 5 min (carriles 2, 5 y 1_%)20 alos 15 min (carrile§ 23 6y 11). Marcadores: [ P]
poliP700 (carril 7), [y ~PJATP (carril 8) yH3 PO 4 (carril 12).

Cuando se analizé el poliP que provenia del ensayo de PPK usando PPKr, (Fig.
10a), la mancha de poliP, situada en el origen de la TLC claramente disminuyé por la
accioén de la PPX mientras que el Pi aparecié simultaneamente confirmando la identidad
de poliP (Fig. 10, carriles 1, 2 'y 3).

Sin embargo, no se observd ninguna mancha en la posicién correspondiente a los
poliP cuando el supuesto poliP provenia de la reaccion con la fracciéon F2 (Fig. 10b). En
cambio, se encontraron manchas radiactivas migrando como ATP y Pi en todos los
tiempos analizados (carriles 4, 5 y 6). El Pi observado correspondié a la hidrdlisis parcial
del ATP tal como se muestra en un tubo control sin PPXSce (Fig. 10c, carriles 9, 10y 11)
y ATP corrido como marcador (Fig. 10c, carril 8). La presencia de ATP (que habia sido
usado como sustrato en el ensayo de actividad PPK) en estas fracciones sugiere una
union inespecifica del mismo a algun compuesto presente en las fracciones inferiores del
gradiente de CsCl, por ejemplo y debido a su densidad y a sus propiedades de ser
precipitado por isopropanol, el complejo glicégeno-proteina de la fraccion F2. Por lo tanto
el supuesto poliP sintetizado a partir de la F2 probablemente corresponde a esta union no
especifica del ATP al complejo glicégeno-proteina y no al producto de una actividad PPK
real.
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2.3 Caracterizacion de los polipéptidos presentes en el complejo
glicégeno-proteina correspondiente a la fraccién F2

El complejo glicogeno-proteina (F2) fue analizado por NEPHGE (Fig. 11). Se observaron
tres manchas proteicas, P65, P60 y P50 (Fig. 11), de igual migracion que las observadas
anteriormente (Fig. 9). La P60 estaba compuesta por al menos 3 manchas del mismo
peso molecular P60.1, P60.2 y P60.3. Esto esta de acuerdo con los resultados de Skorko
y col. (1989) quienes habian descrito que la proteina P60 mostraba varias bandas
proteicas por isoelectroenfoque (IEF). Los manchas observadas (P65, P60.1, P60.2,
P60.3 y P50) se escindieron del gel y se secuencid el extremo amino terminal de cada
una de ellas. La secuencia amino terminal de la P60.1 fue MKRYESLWFEDELKHVWMI.
Las secuencias amino terminales de la P60.2 y P60.3 fueron en ambos casos
MKRYESLWEF (Fig. 11, inserto). Esto indicaba que la P60 estaba compuesta por formas
con puntos isoeléctricos ligeramente distintos lo cual es tipico de proteinas modificadas
como por ejemplo la fosforilacion.

Para confirmar esta hipétesis,38btuvimos la fraccion F2 desde un cultivo de S.
acidocaldarius marcado in vivo con ~ P y analizamos estas proteinas por NEPGHE (Fig.

12).
basico acido
kDa.
P55
EH1]
T0 ¥ PED
1 2 3
&0 w =
50 4 psp

Secuencias M terminal

PE0.1 MKRYESLWF
40 PE0.2 MKRYESLWF
PE0.3 MKRYESLWF

Figura 11. Analisis de la fraccion F2 por NEPHGE. Una alicuota de 50 ul correspondiente
a la fraccion F2 se analizé por NEPHGE. Las manchas proteicas fueron visualizadas por
tincion con Azul de Coomassie.
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Figura 12. Fosforilacion de la P60. Los cultivos se marcaron in vivo con 32P y el glicogeno
se purificoé por gradiente de CsClI. Las proteinas asociadas se resolvieron por NEPHGE. a,
tincion con Azul de Coomassie. b, revelado por autorradiografia.

El andlisis autorradiografico mostré claramente que las dos manchas mas acidas
(P60.2 y P60.3) estaban marcadas probablemente debido a fosforilacion (Fig. 12 b).

En resumen, estas observaciones demuestran que la P60 descrita por Skoérko y col.
(1989) como una PPK 'y por Kénig y col. (1982) como una GT esta compuesta por un solo
polipéptido y es una proteina fosforilable.

No se obtuvo una secuencia amino terminal para la P65 debido a la escasa cantidad
de la misma o a un bloqueo del extremo amino terminal de la proteina. La secuencia
amino terminal de la P50 fue RNVILGFEVH. Las secuencias obtenidas para la P60 y la
P50 no se encontraron en las bases de datos disponibles en ese momento. Una
busqueda realizada posteriormente en la base de datos del genoma de S. solfataricus
mostré que la P50 y la P60 correspondian a los marcos abiertos de lectura (ORF)
bac04 023 y bac04 024 que codifican para una a-amilasa (amyA) de 447 aa (53.6 kDa;
pl 4.47) y para una glicégeno sintasa (g/gA) de 566 aminoacidos (65.6 kDa; pl 6.73),
respectivamente. Estos valores de pl y peso molecular son similares a los de las
proteinas observadas, asociadas al glicégeno S. acidocaldarius. Ademas estos ORFs son
consecutivos en el genoma y probablemente forman parte del mismo operdn relacionado
con el metabolismo del glicdgeno, situado en el contig b07c12-b04 (anexo 1.1).
Adyacentes a amyA pero orientados en la direccion opuesta se encuentran otros genes
involucrados en el metabolismo del glicogeno como glgX que codifica para la enzima
desramificante, y glgC que codifica para la enzima ADP-glucosa pirofosforilasa.

Resumiendo, si bien nuestros resultados sugerian que ninguna de las proteinas
asociadas al glicogeno de S. acidocaldarius era responsable de actividad PPK, una
posibilidad es que nuestras preparaciones contuviesen algun tipo de inhibidor de la
actividad enzimatica, por lo que decidimos caracterizar funcionalmente el gen codificante
de la P60.

2.4 Identificacion y caracterizacion del gen p60
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2.4.1 Obtencién de un fragmento del gen p60 por DOP-PCR

Con el objetivo de disefiar partidores degenerados para la identificacion del gen por
DOP-PCR se secuencio el extremo amino terminal de la P60 y de péptidos internos
obtenidos por degradacién enzimatica de la misma. Las secuencias de estos péptidos
son las siguientes:

N-terminal de P60: MKRYESLWFEDELKHVWMISAELEKVASL
péptido 21: GLDYNTGRIIDSWNI
péptido 27: TEDRAEIRKRLFDELEVL

Con estas secuencias se disefiaron los partidores degenerados NH2DD, P21DR,
P27DR P21DD y P27DD. La amplificacion de los fragmentos génicos se realizé por
DOP-PCR utilizando como templado el DNA gendmico de S. acidocaldarius y distintas
combinaciones de los partidores. (Fig. 13). Se observaron 2 fragmentos intensos de 300 y
800 pb correspondientes a amplificados a partir de los pares de partidores
NH2DD/P21DR y NH2DD/P27DR respectivamente y un fragmento muy débil de
aproximadamente 500 pb que correspondia a los partidores P21DD-P27DR. Con el par
P27DD/P21DR no se obtuvo amplificado. Posteriormente, debido a la posicién de los
péptidos P21 y P27 en la secuencia proteica de la P60, se comprobd que estos partidores
eran divergentes. Los fragn%g_ntos de 300 y 800 pb se escindieron del gel, se purificaron y
se ligaron al vector pGEM ~ T. El vector se us6 para transformar la cepa JM109. Las
colonias recombinantes se seleccionaron por su resistencia a Amp y por presentar
fenotipo lac™ (colonias blancas). Ademas se verifico la presencia de los insertos mediante
PCR en colonias. Los fragmentos clonados se amplificaron utilizando los partidores T7 y
SP6 que son homologos al vector y estos amplificados se utilizaron como templado para
la reaccidn de secuenciacion. La secuencia nucleotidica obtenida y el marco de lectura
predicho se observan en la figura 14.
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Figura 13. Amplificacién por DOP-PCR de fragmentos del gen p60. Los productos de la
reaccion se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%. 1, Standard de peso
molecular; 2, partidores NH2DD/P21DR; 3, NH2DD/P27DR; 4, P21DD / P27DR; 5, P27DD
/P21DR.
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Figura 14. Secuencia nucleotidica y aminoacidica deducida del fragmento de 800 pb
amplificado por PCR. Las secuencias aminoacidicas amino terminal y de los péptidos 21y
27 obtenidas por degradacién de Edman se muestran en azul.

La presencia de las secuencias amino terminal de la P60 y de péptidos internos
presentes en la secuencia peptidica predicha a partir de la secuencia nucleotidica mostrd
que se habia clonado un fragmento del gen p60. Esta secuencia se comparo6 en base de
datos mediante el programa BLASTP (Altschul y col., 1997). Los resultados mostraron
una similitud altamente significativa con glicogeno sintasas de arqueas, bacterias y con
regiones hacia el extremo carboxilo terminal de glicégeno sintasas de plantas (Tabla 3).
Estos resultados concordaron con nuestros ensayos de actividad enzimatica (Tabla 2) y
con la actividad GT descrita para esta proteina (Konig y col., 1982), pero no con la
actividad PPK (Skérko y col., 1989).

Tabla 3. Secuencias proteicas similares al fragmento de la P60 amplificado por DOP-PCR.

Ndmero de acceso \descripcién \Score \Expect
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(bits)
dbj|BAA29138.1| long hypothetical protein Pyrococcus horikoshii |75 8e-13
AE000704 glycogen synthase Aquifex aeolicus 56 4e-07
emb|CAA16796| starch synthase-like protein Arabidopsis 50 2e-05

thaliana
AE001674 Glycogen Synthase Chlamydia pneumoniae 49 4e-05
emb|CAB40375.1| starch synthase, isoform V Vigna unguiculata |49 6e-05
sp|P08323| E. coliglycogen synthase glgA 48 7e-05

2.4.2 Obtencion de los extremos 5’ y 3’ del gen p60 por PCR inversa

Para obtener la secuencia completa del gen p60, la secuencia nucleotidica del fragmento
obtenido se usé para disenar partidores no degenerados y sintetizar una sonda marcada
con digoxigenina. Esta sonda se us6 en un ensayo de Southern blot utilizando DNA
digerido con distintas enzimas de restriccion. En todos los casos la sonda hibridé con un
fragmento de DNA, indicando la existencia de sélo una copia del gen (datos no
mostrados). Las enzimas Aval y Xhol generaron fragmentos de 4.4 y 4.3 kb,
respectivamente. Por el tamafo de estos fragmentos era probable que contuvieran el gen
entero, por lo que se eligieron estas enzimas de restriccion para los experimentos de
PCR inversa. Para preparar el templado para la PCR inversa, se realizaron las
digestiones de DNA gendmico y los fragmentos se ligaron en un volumen grande de
manera de favorecer su circularizacién y no su religacién. Este producto de ligacion fue
usado en una reaccion de PCR utilizando partidores divergentes al fragmento del gen p60
amplificado por DOP-PCR. Al hibridar con los fragmentos de DNA circularizados estos
partidores resultan convergentes. Asi se obtuvieron los extremos 5’ y 3’ del gen.

La secuencia nucleotidica de 1800 pb reveld la presencia de un ORF de 1698 pb
(566 aminoacidos) y que contenia un probable promotor y una probable secuencia Shine
Dalgarno o de union al ribosoma (Fig. 15).
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Figura 15: Secuencia completa del gen p60 y secuencia aminoacidica deducida. Verde
claro, posible promotor; azul, posible Shine Dalgarno; rojo, codén de inicio; verde oscuro,
codon de término, aminoacidos subrayados: marcos de lectura deducidos que coinciden

con el extremo amino terminal y péptidos internos secuenciados a partir de la P60.
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2.4.3 Analisis de la secuencia aminoacidica deducida de la P60

La busqueda en base de datos con el programa BLASTP nuevamente indicé que la P60
posee similitud con glicégeno sintasas de Archaea y Bacteria (anexo 1.2) pero ninguna
similitud con PPKs. El alineamiento de la secuencia proteica de la P60 con otras
glicogeno sintasas se muestra en la figura 16.
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Figura 16. Alineamiento multiple de glicogenos sintasas bacterianas y de arqueas. La
secuencia aminoacidica de la P60 de S. acidocaldarius (Sac) se alined con otras glicogeno
sintasas arqueanas (numeros de acceso entre paréntesis) (Pab, Pyrococcus abyssi
[CAB49000]; Mja, Methanococcus jannaschii [E64500]) y bacterianas (Tma, Thermotoga
maritima [AAD35976]; Aae, Aquifex aeolicus [AAC06894]; Eco, Escherichia coli
[AAC76454]; Rtr, Rhizobium tropici [CAC17472]). Se indican los aminoacidos idénticos
(sombreados en negro) y similares (sombreados en gris). Los péptidos que permitieron
aislar el gen p60 por genética reversa se indican con un recuadro. Se sefialan las Lys 15 y
277 (*). La barra negra sobre parte de la secuencia de la P60 representa el dominio de
glicosil transferasa 1. Los sitios putativos de fosforilacion se muestran con lineas
punteadas (CKI) y circulos (CKIl).
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La busqueda de dominios conservados en la P60 reveld la presencia del dominio de
glicosil transferasas Grupo 1 de la base de datos de dominios proteicos Pfam (E: 2 x
10-23). (Fig. 16; anexo 1.3). Esta familia comprende glicosil transferasas de arqueas,
bacterias, hongos y plantas. La glicégggo sintasa de S. acidocaldarius mostré 22% de
identidad y 38% de similitud (E: 9 x 10 ~) con la glicbgeno sintasa codificada por el gen
glgA de E. coli. Para esta enzima se han descrito dos sitios importantes para la actividad:
Lys 15, el cual forma parte del motivo KXGG (donde X representa cualquier aminoacido)
y esta involucrado en la unién a ADP-glucosa (Furukawa y col., 1993) y Lys 277 que
constituye parte del sitio activo (Furukawa y col., 1994). La Lys 277 esta bien conservada
en todas las secuencias analizadas (Fig. 16). Aunque la posicién de la Lys 277 no es
clara en la secuencia de la glicégeno sintasa de M. janaschii, el alineamiento muestra dos
Lys cerca de esta posicion, lo que sugiere que este residuo esta también conservado en
esta proteina. Sin embargo este no es el caso de la Lys 15 la cual estad ausente en las
glicégeno sintasas de S. acidocaldarius y M. jannaschii.

A nuestro entender no estd descrito que las glicbgeno sintasas bacterianas ni de
arqueas sear&éosforilables. Sin embargo, anteriormente se mostré que la P60 se marcd in
vivo con H PO ,, sugiriendo que es fosforilable. La marca fue estable a pH 2.5 (datos
no mostrad’sos), caracteristica que no poseen fosfo-histidinas como las fosfo-histidinas de
la PPK de E. coli fosforilada in vitro (Kumble y col., 1996). Por otro lado, las glicégeno
sintasas de mamiferos y de levadura estan reguladas por fosforilacién en Ser y Thr
(Hardy y col., 1993; Skurat y col., 1994). En base a estos datos se buscé en la P60 sitios
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potenciales de fosforilacién en Ser/Thr en la base de datos PhosphoBase (Kreegipuu y
col. 1999; anexo 1.4). Se encontré un potencial sitio para caseina quinasa Il (CKIl) que
estaba muy bien conservado en todas las glicogeno sintasas analizadas y un potencial
sitio caseina quinasa | (CKI), que también estaba conservado con la excepcion de
glicégeno sintasas de M. jannaschii and Thermotoga maritima (Fig. 16).

2.5. Clonamiento y expresién del gen p60

Para poder dilucidar definitivamente las propiedades funcionales de la P60 decidimos
clonarla en un vector de expresion. Para ello empleamos el sistema pET de Novagen. El
gen p60, amplificado por PCR con los sitios de restriccion Ndel y Aval en los extremos 5’
y 3’ respectivamente fue digerido con Ndel y Aval y fue ligado al vector pET-21b(+)
digerido con las mismas enzimas de restriccién. De esta forma se insert6é el gen p60 en
marco con seis codones codificantes para Histidina hacia el carboxilo terminal (p60r). El
producto de ligacion se usé para transformar la cepa de E. coli JM109. Luego de la
seleccion por resistencia a Amp y de la verificacion de la presencia del gen p60r mediante
PCR en colonias, se eligid un clon positivo (SC5) y el plasmidio pET-21b(+)p60r se
purifico y utilizé para transformar la cepa BL21(DE3)pLysS. Esta cepa tiene una copia en
el cromosoma del gen /acl y de la RNA polimerasa de T7 bajo el control del promotor
lacUV5. La adicién de IPTG a los cultivos induce a la T7 RNA polimerasa que transcribe
el gen clonado bajo el control del promotor T7. La cepa obtenida se llamé SCA1.

La seleccién de las cepas transformantes y recombinantes se realizd por resistencia
a Amp y PCR en colonias. Los cultivos se crecieron en medio LB y se indujeron con 2 mM
IPTG durante 3 h. Cuando se analizaron los extractos crudos provenientes de células
SC1 crecidas en ausencia o en presencia de IPTG, por SDS-PAGE, se observo la
induccién de una banda proteica de peso molecular correspondiente a 60 kDa. (Fig. 17).
La proteina estaba asociada a la fraccion de membranas (Fig. 17) por lo que se purificd
en condiciones desnaturantes por cromatografia de afinidad a niquel, seguida de
renaturacion. La proteina purificada (P60r) mostré tener el mismo peso molecular que la
P60 proveniente del complejo glicogeno-proteina (Fig. 9). La secuencia del gen clonado
se verific6 mediante secuenciacion de ambas hebras mostrando un 100% de identidad
con la secuencia obtenida a partir del DNA gendmico. Por lo tanto, la proteina
recombinante expresada corresponde a la PGO.

2.6 Analisis funcional de la P60r

Las actividades PPK y GT se ensayaron a 37°C y 70°C en la fraccién de membranas
provenientes de células de la cepa SC1 crecidas en ausencia o en presencia de IPTG
(Fig. 18). La actividad PPK y GT, medida a 37°C, no aumenté en las fracciones
correspondientes a células inducidas. Por el contrario, las actividades especificas fueron
mayores en las fracciones provenientes de células no inducidas (Fig. 18). Sin embargo, a
70°C, claramente se observd un aumento de la actividad GT en las fracciones
provenientes de células inducidas aunque no se observé aumento de actividad PPK. Los
mismos ensayos se realizaron utilizando la P60r purificada. Esta mostré actividad GT a
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70°C, solo en presencia de glicégeno. Esto ultimo esta en concordancia con lo descrito
para otras glicogeno sintasas que utilizan glicogeno como partidor para la reaccion
(Ozbun y col., 1972). La actividad especifica de la P60r ensayada a 70°C y en presencia
de 10 mM UDP-glucosa y 2% de glicégeno fue de 10~ U/mg de proteina. Otra
comlénicaciones de actividad especifica para glicdégeno sintasa varian en el rango de 10
a 10~ U/mg de proteina dependiendo de la fuente y las condiciones experimentales (Fox
y col., 1976; Pollock y Preiss, 1980).
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Figura 17. Expresion del gen p60r en E. coli. Las células de la cepa SC1 se crecieron
durante 3 h en ausencia (-) o en presencia (+) de 2mM IPTG. Las proteinas totales (TF) y
de membranas (MF) se analizaron por SDS-PAGE y se tifieron con Azul de Coomassie.
Las flechas indican la posicion de la banda de 60 kDa (P60).
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Figura 18. Actividades PPK y GT medidas en la fraccion de membranas. Las actividades
enzimaticas correspondientes se ensayaron a 37°C o a 70°C en la fraccion membranas
(FM) de células correspondientes a la cepa SC1 crecidas en ausencia (-IPTG) o en
presencia de IPTG (+IPTG). Notar la diferencia de escala entre los ejes.

Finalmente, la actividad PPK de la P60r fue medida en presencia de 2% de glicogeno
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ya que segun lo descrito por Skérko y col. (1989), la actividad PPK de esta proteina de S.
acidocaldarius requeria de la presencia de glicbgeno. Tampoco en este caso la P60r
mostro tener actividad PPK.

Resumiendo, la P60 de S. acidocaldarius es una glicogeno sintasa termoestable y no
tiene relacion con la sintesis de poliP. Tampoco las otras proteinas asociadas al
glicbgeno son responsables de la actividad PPK segun se demostro en la seccidon 2.2 de
este capitulo. La ausencia de una actividad PPK asociada al glicogeno en S.
acidocaldarius plantearon el interrogante de cémo se sintetizan los poliP en este arquedn.

3. Actividad PPK en S. acidocaldarius

Si bien se determiné una actividad PPK medida en extractos crudos (Tabla 2, F1) sus
niveles eran bajos comparando con otros microorganismos (Rao y col., 1998; Trestald y
col., 1999) y no fue confirmada la naturaleza de poliP del material radiactivo precipitado
por acido. Como la actividad PPK en E. coli esta asociada a membranas (Rao y col.,
1998), se realiz6 un fraccionamiento subcelular de células de S. acidocaldarius
colectadas en distintos estadios del crecimiento y se midié la actividad PPK en la fraccion
membranas y en la fraccion soluble. Se encontr6 que la actividad PPK estaba
principalmente asociada a la fraccibn membranas y variaba durante el crecimiento,
siendo mayor en la fase exponencial que en la fase estacionaria (Fig. 19). Para analizar el
compuesto radiactivo formado, se intentd recuperar el material radiactivo mediante
extraccidn con “glassmilk” sin éxito, debido probablemente a la poca cantidad del material
formado.
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Figura 19. Actividad PPK asociada a membranas en S. acidocaldarius. Las células se
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cultivaron en medio 88 con sacarosa 0.2% y extracto de levadura 0.1%. A los tiempos
indicados se colectaron alicuotas de 1 ml y se determiné la DO, . .. La obtencién de la
fraccion membranas y la determinacion de actividad PPK se determin6 segun se indica en

Materiales y Métodos.

4. Busqueda de genes involucrados en la sintesis de
poliP en Archaea mediante métodos bioinformaticos

La actividad PPK, detectada en fracciones de membrana en S. acidocaldarius y la
presencia de poliP en S. acidocaldarius y S. solfataricus sugerian que existe al menos un
gen codificante para una enzima con actividad para sintetizar poliP. La busqueda en los
genomas de Archaea y especialmente en el genoma de S. solfataricus y el recientemente
disponible Sulfolobus tokodaii se realizé por BLASTP y PSI-BLAST utilizando como gen
modelo las secuencias proteicas de la PPK de E. coli y de los genes PHM1-PHM4 de S.
cereviasiae (Ogawa y col., 2000). En todos los casos los resultados fueron negativos
(Anexo 1.5).

5. Identificacion y caracterizacion del gen ppx en S.
solfataricus (ppxSso)

La disponibilidad via Internet de la base de datos del genoma completo de S. solfataricus
dio un nuevo giro a nuestra investigacién cuando mediante el acceso al mismo se detecté
en el contig sh03g1150 la presencia del ORF c50 004 de 133 aminoacidos descrito como
un fragmento del gen ppx (Fig. 20 y anexo 1.6). Este fragmento tenia un 50 % de similitud
con el extremo amino terminal de las PPX de tipo bacteriano.
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Figura 20. Detalle del contig sh03g1150 de S. solfataricus. Los recuadros numerados
representan los siguientes ORFs: 001, timidilato quinasa; 002, timilidato quinasa; 003,
proteina putativa; 004, fragmento de PPX; 005 fosfohistidina fosfatasa. Triangulos verdes:
promotores putativos. Rectangulo negro: Shine Dalgarno putativa. Simbolos rojos:
codones de término.

El ORF ¢50 003, de 279 aminoacidos, se encontraba consecutivo al ORF ¢50 004, y
descrito como putativo debido al codén de inicio poco frecuente TTG (Fig. 21). Un analisis
mediante BLASTP de este ORF mostré un 47 % de similitud con la enzima guanosina
pentafosfato fosfohidrolasa (GppA), de Helicobacter pylori y con otras GppA y PPXs (Fig.
21 y anexo 1.7). Cabe mencionar que la GppA y la PPX de E. coli son proteinas
paralogas que tienen entre si un 59 % de similitud. Ademas la GppA de E. coli tiene
actividad PPX (Keasling y col., 1993).
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Figura 21. Esquema del alineamiento entre la PPK de E. coli y los ORFs ¢50 004 y ¢50
003. Los numeros indican las posiciones de aminoacidos equivalentes en el alineamiento.
Se muestran los dominios N terminal y C terminal de la PPX segun Bolesch y col. (2000).

5.1 Clonamiento y secuenciacion del fragmento genémico que
comprende los ORF ¢50 004-c50 003

Con el objetivo de confirmar la presencia de un gen ppx/gppA en S. solfataricus, la region
gendmica que comprendia los ORFs ¢50 004 y ¢50 003 se amplifico por PCR agregando
los sitios de restriccion para las enzimas Ndel y Xhol en los extremos 5' y 3' del fragmento
amplificado, respectivamente. El amplificado fue ligado al vector pGEM "-T y este vector
se uso para transformar la cepa de E. coli JM109. De las colonias transformantes y
recombinantes se seleccionaron dos clones (SC13 y SC16), se purificaron los plasmidios
y se secuencidé una region de 876 pb que contenia el extremo 3’ de ¢50 004 y el extremo
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5" de ¢50 003. La secuencia arrojé un 99 % de identidad con las secuencias de los ORF
¢50 004 y c50 003 del genoma ya que en nuestra secuencia, el agregado de una citosina
corria el marco de lectura eliminando el codén de término TAG anotado para el ORF c50
004 (Fig. 21). Cuando se secuenci6 el inserto completo, este resulté contener un ORF de
1251 pb (417 aminoacidos) similar a las PPX/GppA bacterianas (anexo 1.8). La
secuencia fue registrada en la Base de Datos EMBL bajo el nro. CAC39441. Casi
simultaneamente, este error fue corregido en el genoma ya que la secuencia del genoma
completo de S. solfataricus fue ingresada al GenBank y con ésta una exopolifosfatasa
(metafosfatasa) putativa (AE006735). Esta secuencia resultd6 100% idéntica a la
ingresada por nosotros. La secuencia de la PPX de S. solfataricus fue alineada con otras
PPXs bacterianas (Fig. 22). El alineamiento mostré varios aminoacidos conservados que
corresponden al dominio de unién a ATP descrito para la PPX de E. coli (Koonin,1994).

Figura 22. Alineamiento multiple de la PPX de S. solfataricus con PPXs bacterianas.
La secuencia aminoacidica de la PPX de S. solfataricus (Sso) se alineé (numeros de
acceso entre paréntesis) con PPXs bacterianas. Eco, E. coli [AAC75555]; Sty, Salmonella
typhimurium [AAC34891]; Vch, Vibrio cholerae. [AAC32884]; Ssp, Synechocystis
sp.[BAA18781]; Dra Deinococcus radiodurans (strain R1)[C75615]; Hpy, H. pylori (strain
26695)[F64554]; Cje, Campylobacter jejuni [CAB74190]; Cre, Caulobacter crescentus
[AAK23684]; Mlo, Mesorhizobium loti [BAB53778]. Los motivos del dominio de union
aATP(Koonin, 1994)se indican con un recuadro en color rojo sobre la secuencia de E.
coli.
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5.2 Clonamiento del gen ppxSso de S. solfataricus en el sistema de
expresion pET

Para caracterizar funcionalmente el gen ppx de S. solfataricus (&JXSSO) el mismo se
subcloné en el sistema pET. Para ello se purificd el vector pPGEM ™~ TppxssSso desde la
cepa SC16 y se digirid con las enzimas de restricciéon Ndel y Xhol. Los productos de la
digestién se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa y el inserto liberado
se purificéd. Este fragmento se ligd al vector pET-21b(+) previamente digerido con las
mismas enzimas de restriccidon, en marco con la secuencia codificante de seis histidinas
hacia el carboxilo terminal. Este gen recombinante se llamd ppxrSso. La reaccion de
ligacion se utilizé para transformar la cepa de E. coli JM109 y construir asi la cepa SC19.
Esta cepa se utilizé para obtener cantidades suficientes del vector pET-21b(+)ppxrSso.
Con este vector se transformé la cepa BI21(DE3)pLysS y se obtuvo la cepa SC21.

5.3 Analisis funcional del gen ppxrSso

5.3.1 Ensayo de actividad PPX en S. solfataricus

Para encontrar las condiciones éptimas para determinar la actividad PPX en la cepa
SC21, primero se realizaron ensayos de actjyjdad PPX en extractos crudos de S.
solfataricus. Para ello se sintetizé y se purificd [~ P]poliP a gran escala para ser utilizado
como sustrato de la reaccion. El ensayo de actmdgg PPX se reagﬁo segun se indica en
Materiales y Métodos midiendo la disminucion de P desde el [ P]poliP. Se utilizaron
50 pg de proteinas del extracto crudo de S. solfataricus. La actividad PPX se midi6 a
37°C, 56°C y 70°C y en presencia de 1 mM MgCl, o 1 mM MnCI2. La mayor actividad
PPX se registro a 70°C y en presencia de MnCI2 (%ig. 23), por lo que se eligieron estas
condiciones para ensayar la actividad PPX en las células de la cepa SC21 inducidas con
IPTG.
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Figura 23. Actividad PPX en extractos crudos de S. solfataricus. Los extractos crudos se
prepararon a partir de un cultivo de 5 dias. La actividad PPX se determin6é como se indica
en Materiales y Métodos utilizando 50 ug de proteinas totales.

5.3.2 Expresion del gen ppxrSso en E. coliy ensayo de actividad PPX

Las células de las cepas SC3, que contienen el vector sin inserto y SC21 que contienen
el vector con el gen ppxrSso se crecieron hasta fase exponencial media y se indujeron
con IPTG durante 2 h. Al analizar los extractos crudos de estas células por SDS-PAGE se
observd una débil banda proteica en las fracciones provenientes de la cepa SC21 (Fig.
24a). Esta banda proteica migré6 a una altura de 46 kDa, de acuerdo con el peso
molecular deducido a partir del gen ppxrSso. Los extractos crudos de las cepas SC3 y
SC21 inducidas con IPTG (aproximadamente 1 ug de proteinas) se utilizaron para medir
actividad PPX (Fig. 24b). Cuando la actividad PPX se ensayé a 37°C las dos cepas
presentaron actividad pero la actividad de la cepa SC21 fue mucho mayor. En cambio a
70°C, la cepa SC3 no presentd actividad PPX mientras que la actividad PPX en la cepa
SC21 aument6é hasta 28000 U/mg proteina. La hidrélisis del sustrato poliP a Pi fue
confirmada mediante analisis por TLC (Fig. 25). A 70°C no se observé hidrélisis de poliP
en extractos provenientes de la cepa control, mientras los de la cepa SC21 presentaron
una hidrélisis casi total de los poliP. Un tubo control incubado a 70°C sin extractos
celulares no presentd hidrdlisis (no mostrado). Por lo tanto el gen ppxrSso codifica para
una proteina funcional con actividad PPX a 70°C.
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Figura 24. Analisis funcional del gen ppxrSso de S. solfataricus.Las células SC3 (vector) y
SC21 (ppxrSso) se crecieron hasta fase exponencial y se indujeron 2 h con 1 mM IPTG. a,
analisis de la expresion de proteinas por SDS-PAGE. La flecha indica la posicion de la
banda de 46 kDa. b, determinacion de la actividad PPX en extractos crudos.
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Figura 25. Analisis de la actividad PPX por TLC en las cepas SC3 y SC21. La actividad
PPX se midi6é a 37°C y a 70°C en las cepas SC3 (vector) y SC21 (ppx). M, marcadores,
poliP, ATP y Pi.

5.3.3 Purificacion de la PPXr de S. solfataricus

La PPXr de S. solfataricus resulté estar asociada a la fraccion membranas por lo que se
purificd en condiciones desnaturantes por cromatografia de afinidad en columnas de
niquel. Sin embargo la purificacion no fue total ya que la proteina eluyé con otras
proteinas contaminantes especialmente una proteina de 35 kDa. (Fig. 26a). Las
fracciones E2 y E3 se purificaron por segunda vez por cromatografia de afinidad en
columnas de niquel. Si bien muchas proteinas contaminantes se eliminaron, la cantidad
relativa de la proteina de 35 kDa aument6 con respecto a la PPXr (Fig. 26b) lo que
sugiere que probablemente sea un producto de degradacion de la misma. La
renaturacion se realizé por dialisis disminuyendo paulatinamente la urea hasta eliminarla
y en presencia de 15 % de glicerol.
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Figura 26. Purificacion de la PPXr de S. solfataricus por cromatografia de afinidad en
columnas de niquel. La PPXr se purificé a partir de la fraccion membranas proveniente de
500 ml de cultivo de la cepa SC21 inducida con IPTG, en condiciones desnaturantes por
afinidad en columnas de niquel. La elucion se realizé en presencia de 250 mM imidazol.
Fracciones de 0.5 ml se recuperaron de la columna (E1-E6) y se analizaron por
SDS-PAGE, seguido con tincidon con Azul de Coomassie. a) primer pasaje por la columna
de niquel. b) segundo pasaje por la columna de niquel. Las flechas indican las posiciones
de las proteinas de 46 kDa y 35 kDa.

5.3.4 Caracterizacion bioquimica de la PPXr de S. solfataricus

Para determinar las condiciones 6ptimas de reaccion de la PPXr de S. solfataricus se
ensayo la influencia d§r+factores como el pH, la temperatura, y la concentracion de
cationes bivalentes (Mn ) y monovalentes (K ) sobre la actividad enzimatica de la PPXr
purificada por cromatografia de afinidad al niquel (Fig. 27). La temperatura 6ptima para la
actividad PPX fue de 50-60°C (Fig. 27a). Si bien la temperatura éptima de crecimiento de
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S. solfataricus es de 75°C a 80°C, a estas temperaturas la actividad PPX mostré6 mas de
un 50% de inhibicion. El pH éptimo de reaccion fue 7.0 (Fig. 27b), a diferencia de la PPX
de E. coli cuyo pH 6ptimo para la actividad es 8.5 (Akiyama y col., 1993). A pHs mas
extremos, la actividad especifica de la PPXr de S. solfataricus se vi6 fuertemente inhibida
(Fig. 27b). La concentracion de KCI requerida para la actividad maxima de la PPXr de S.
solfataricus fue de 100-300 mM, un valor comparable a la concentracic’)n+d+e KClI requerida
por la PPX de E. coli (200 mM) (Akiyama y col., 1993). Al agregar Mn  se estimulé+I§
actividad PPX en extractos crudos de S. solfataricus en un 80% con respechtQ al Mg
(Fig. 23). Se determinaron entonces las concentraciones 6ptimas de Mn | para la
actiﬂdad PPX de la proteina recombinante. La PPXr no mostré actividad en ausencia de
Mn  mientras que la maxima actividad especifica se alcanzé a 10 mM de MnCl,,. Estos
resultados también marcan una diferencia con la PPX de E. coli que prefiere %/Ig++ a
Mn++ y requiere una concentracion 6ptima de 1mM (Akiyama y col., 1993). Medida en las
condiciones Optimas, la actividad especifica de la PPXr de S. solfataricus fue de
aproximadamente 600000 U/mg de proteina, un valor que es aproximadamente 2
ordenes de magnitud menor que la actividad especifica alcanzada por la PPX nativa de E.
coli (Akiyama y col., 1993).
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Figura 27. Efecto de la temperatura, pH y sales sobre la actividad de la PPXr de S.
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6.

solfataricus. Se utilizaron 350 ng de PPXr en un volumen de 50 ul, conteniendo 50 mM
Tris-acetato y 250 uM [~ ~P]poliP. Salvo en los casos indicados las concentraciones de
MnCl, y KCIl fueron 10 mM y 100 mM respectivamente, la temperatura de incubacion fue

2
de 50°C y el pH 7.0.

Actividad PPX y niveles de poliP en S. solfataricus

Una vez establecidas las condiciones 6ptimas de reaccion para la PPXr de S. solfataricus
y con el objetivo de indagar si las variaciones en los niveles de poliP observados durante
el crecimiento en S. solfataricus responden a variaciones en la actividad PPX, se
determiné esta actividad enzimatica durante el crecimiento en medio rico para compararla
con los niveles de poliP (Fig. 28). La actividad PPX mostré valores mas altos en fase
exponencial que en fase estacionaria. Esta observacion esta de acuerdo con los niveles
de poliP observados que son mas bajos en la fase exponencial que en la fase
estacionaria. Sin embargo, cuando se determiné la actividad PPX en los extractos crudos
de células control y de células sometidas a una carencia nutricional, ésta se mantuvo
aproximadamente constante (datos no mostrados) no observandose ninguna relacion
entre el aumento de los niveles de poliP (Fig. 7) y la actividad PPX (no mostrado).
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Figura 28. Actividad PPX y niveles de poliP durante el crecimiento de S. solfataricus. A los
tiempos indicados, se tomaron alicuotas de los cultivos y se determinaron la actividad PPX
y los niveles de poliP en los extractos crudos obtenidos.
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1. Niveles de PoliP en S. acidocaldarius y en S.
solfataricus

Aunque los poliP se consideran como componentes ubicuos en los seres vivos
(Kornberg, 1995; Kornberg 1999), sélo se han estudiado en forma cuantitativa en unos
pocos organismos. Al comenzar esta tesis la Unica evidencia sobre la existencia de poliP
en el dominio Archaea era en Methanosarcina sp. (Scherer y col., 1983; Rudnick y col.,
1990). También mediante experimentos de fosforilacion in vivo en Halobacterium volcanii
se habian detectado compuestos que migraban en TLC como poliP de cadena corta
(Scoarughi y col., 1995). En ninguno de estos casos se utilizaron métodos analiticos
especificos.

En nuestro laboratorio detectamos granulos electrodensos en S. acidocaldarius
durante el crecimiento a expensas de azufre (Cardona y col., 2001a; anexo 2). Sin
embargo, en medio rico tanto S. acidocaldarius como S. solfataricus mostraron granulos
muy pequefos, casi imperceptibles (Fig. 7b, control y 8b, control). Pero la presencia de
poliP en esta condicion pudo cuantificarse mediante extraccion de los poliP y degradacion
enzimatica mediante la actividad reversa de la PPKr de E. coli, generando ATP (Fig. 7a'y
8a). Los niveles de poliP relativos al contenido de proteinas también se determinaron
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durante el crecimiento en el medio rico. En los dos microorganismos los niveles de poliP
relativos a los niveles de proteinas fueron mas altos en la fase estacionaria (Fig. 6). Esto
podria significar una adaptacién a la supervivencia en esta fase del crecimiento, donde
muchos nutrientes podrian faltar o donde se pudieran acumular metabolitos toxicos.
Cualquiera sea la funcidon especifica de los poliP durante la fase estacionaria en
Sulfolobus, estas determinaciones constituyen a nuestro entender los primeros estudios
cuantitativos de poliP en Archaea .

El siguiente paso fue indagar si los poliP sufren variaciones ante distintas
condiciones ambientales. En estos experimentos, células de S. solfataricus se sometieron
a una carencia general de nutrientes y también a carencias especificas como
aminoacidos y fosfato. Durante la carencia general de nutrientes, en ausencia de fuente
de carbono y de aminoécidos, no sélo se observé un aumento de tamario de los granulos
electrodensos (Fig. 7b, carencia) sino que el aumento de poliP relativo al contenido de
proteinas ante la condicion ambiental de carencia fue confirmado mediante el método
cuantitativo (Fig. 7a). Cabe mencionar que el omitir el extracto de levadura implica
también reducir las concentraciones de fosfato en el medio de cultivo. Sin embargo,
Sulfolobus fue capaz de acumular poliP en estas condiciones lo que implicaria que el
medio de cultivo contenia la suficiente cantidad de fosfato como para permitir la
acumulacion de poliP en respuesta a alguna senal especifica de carencia.

La acumulacioén de poliP en ausencia o exceso de fosfato es un fenédmeno complejo.
En un microorganismo acumulador de poliP como Acinetobacter sp., el exceso de fosfato
en el medio causa una acumulacién de poliP (Trelstad y col., 1999) pero la transcripcion
del gen ppk es inducida ante la carencia de fosfato, siendo ésta una sefal especifica para
la regulacion de los poliP. En E. coli, un mutante pho, que no responde a la carencia de
fosfato, no acumula poliP (Rao y col, 1998). Estas observaciones sugieren que los poliP
pueden constituir una reserva de fosfato, pero en ciertas condiciones de carencia se
acumulan cumpliendo un rol regulatorio.

Cuando se sometieron células de S. solfataricus a una carencia de fosfato en un
medio definido en presencia de sacarosa y aminoacidos, se registrd una leve
acumulacion de poliP a las 5 h para luego caer a niveles iguales al control (datos no
mostrados). Esto sugiere que la carencia de fosfato seria una sefial especifica para el
aumento de poliP pero no hay suficiente fosfato en el medio como para permitir la
acumulacion a tiempos mayores.

Las células de S. solfataricus mostraron un gran aumento en los niveles de poliP
relativo al contenido de proteinas cuando se sometieron a una carencia especifica de
aminoacidos. En E. coli, el aumento de poliP debido a carencia de aminoacidos se explica
por el fendmeno de la respuesta estricta o “stringent response”. En efecto, al aumentar
los niveles de (p)ppGpp se inhibe la PPX resultando en una acumulaciéon de los poliP
(Rao y col., 1998). Sin embargo en Archaea, hasta el momento no se han encontrado
estos nucleédtidos penta y tetrafosfatos (Scoarughi y col., 1995) ni estan presentes los
genes responsables de su sintesis (relA/spoT) en los genomas de Archaea hasta el
momento secuenciados incluido S. solfataricus (anexo 1.9). Esto sugiere una
conservacion en la funcion de los poliP (si es que el aumento en sus niveles significa una
respuesta adaptativa ante la condiciébn de carencia) pero no una conservacion del
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mecanismo regulatorio que conlleva a la acumulacion de poliP. Recientemente se ha
demostrado que en E. coli, en carencia de aminoacidos, los poliP regulan la actividad de
la proteasa Lon induciendo la degradacion de proteinas ribosomales (Kuroda y col.,
2001). En Archaea, la regulacion de la degradacién de proteinas ribosomales es
absolutamente desconocida.

2. La supuesta PPK, asociada al glicégeno de S.
acidocaldarius resulté ser una glicégeno sintasa

Al comenzar esta Tesis, nos preguntamos que funcion podria tener una PPK asociada al
glicogeno. Una posible explicacion podria atribuirse a una actividad de nucledsido
difosfato quinasa (NDK) tal como se ha descrito para la PPK de E. coli (Tzeng y col.,
2000). Se especuld entonces que la PPK actuando como una NDK, podria formar parte
en el metabolismo del glicbgeno regenerando el ATP consumido en la sintesis de
ADP-glucosa, el precursor de la sintesis de glicogeno. En este sentido, se ha descrito un
rol similar de regeneracion de ATP para la PPK de E. coli asociada al degradosoma
(Blum y col., 1997). Pensamos entonces, que era razonable que la PPK formara parte de
otros complejos macromoleculares como el complejo glicégeno-proteina. Aunque este
modelo resultaba muy atractivo, nuestros resultados demostraron que ni el complejo
glicégeno-proteina de S. acidocaldarius ni una de sus proteinas asociadas, (P60) cuya
actividad PPK se habia descrito (Skérko y col., 1989), son responsables de la actividad
PPK en este microorganismo. Mas atractiva aun resultaba la posibilidad de estar en
presencia de una enzima bifuncional (Perham, 2000) que catalizara dos reacciones
consecutivas, la de sintesis de glicégeno con liberacion de ADP y la de regeneracion del
ADP a ATP a expensas del poliP. Skérko y col. (1989) habian descrito que la banda de
57 kDa estaba compuesta por varios polipéptidos de distinto punto isoeléctrico y habian
comunicado dos actividades enzimaticas, GT y PPK, especulando sobre la existencia de
dos proteinas, una con actividad GT y otra con actividad PPK o una sola proteina con las
dos actividades. Nosotros demostramos que esta banda proteica es un solo polipéptido
(P60) que comprende formas fosforiladas y es homodloga a glicégeno sintasas
bacterianas. La secuencia proteica no presenta ninguna similitud con PPKs conocidas.
Mas aun la P60 nativa purificada y recombinante (P60r) solo mostré actividad GT.

En resumen nuestros resultados demuestran que la supuesta PPK de S.
acidocaldariuses en realidad una glicogeno sintasa (Cardona y col., 2001b; anexo 2). Al
caracterizar la P60 como una glicégeno sintasa descubrimos dos propiedades que
merecen destacarse. Primero, la lisina 15 que esta muy conservada en otras glicogeno
sintasas y pertenece al sitio de unién de la ADP-glucosa (Furukawa y col., 1993) esta
ausente en la %‘I'&cégeno sintasa de S. acidocaldarius (P60). Segundo, la P60 se marcé in
vivo con H PO, sugiriendo que es fosforilable. La presencia de dos sitios de
fosforilacion altamenét‘e conservados para la CKI y CKII sugiere una regulaciéon por algun
tipo de Ser/Thr proteina quinasa, un fendémeno probable dada la presencia de este tipo de
quinasas en los genomas bacterianos y arqueanos (Leonard y col., 1998; Shi y col.,
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1998).

3 ¢Existe un gen responsable de la sintesis de poliP
en Sulfolobus?

Dada la presencia de poliP en las células de Sulfolobus y la actividad PPK detectada en
las membranas, la ausencia de genes ppk o PHM en los genomas de S. solfataricusy S.
fokodaii (anexo 1.5) y otros Archaea resulta controversial. Sin embargo este gen
responsable de la sintesis de poliP, podria ser no homélogo o un homélogo muy lejano
cuya similitud sea tan baja que no haya sido posible identificarlo con los métodos
bioinformaticos que parten de la secuencia primaria de una proteina (BLASTP vy
PSI-BLAST). Durante esta Tesis se intentd la purificacion, al menos parcial, de una
actividad PPK pero ésta fue bastante inestable y no pudo continuarse. Dos estrategias
asoman como promisorias en la identificacion de un gen ppk en Archaea. Si es posible
identificar dominios funcionales en las PPKs conocidas, lo que hasta el momento no ha
tenido éxito (Tzeng y col., 2000) o dominios estructurales, entonces se podria detectar
una proteina PPK si es que existe, por similitud estructural con las descritas. La otra
estrategia es la recientemente desarrollada metodologia de los microarreglos de DNA. Si
contaramos con un microarreglo de DNA correspondiente al genoma de S. solfataricus se
podrian identificar cuales son los genes que se inducen ante condiciones que determinan
un aumento de poliP (por ejemplo, carencia de aminoacidos). La identificacion,
clonamiento, expresién y analisis funcional de estos genes podrian llevarnos al

descubrimiento de un gen responsable de la sintesis de poliP en Archaea.

4. El gen ppx de S. solfataricus

La descripcion de un fragmento del gen ppx en el genoma de S. solfataricus nos condujo
a la identificacién de un marco abierto de lectura de 417 aminoacidos que corresponde a
un gen ppx. El mismo se encuentra rio abajo y probablemente formando un operén con
otro gen (sixA) que codifica para una fosfohistidina fosfatasa (Fig. 20). Esta proteina ha
sido descrita s6lo en E. coli como una fosfatasa de los dominios HPt de los sensores
hibridos en los sistemas de dos componentes (Matsubara y col., 2000). El hecho de que
una proteina reguladora de un sistema de dos componentes se encuentre formando parte
de un operdn con el gen ppx en S. solfataricus sugiere una relacion entre este operéon y la
transduccion de sefiales. Sin embargo no se han identificado ni histidina quinasas
hibridas ni sistemas de dos componentes en Sulfolobus, por lo que el rol de la proteina

SixA en este microorganismo no se conoce.

La secuencia de la PPX de S. solfataricus resulté similar a las PPX de E. coli y
muchas otras bacterias (Fig. 22). En los Unicos genomas de Archaea en los que se ha
encontrado exopolifosfatasas son los de Methanococcus jannashii y de Archaeoglobus
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fulgidus. Sin embargo, estos ORFs MJ0606 y AF1002 son similares al gen ppx1 de S.
cerevisiae que también tiene homodlogos entre algunas bacterias. Estos genes ppx7 no
presentan ninguna similitud con las ppxs tipo "E. col". Esto nos lleva a las preguntas:
¢cual es el gen ppx ancestral en Archaea? ;es el gen ppx de S. solfataricus el ancestro
de las PPXs bacterianas que se ha perdido en los otros genomas de Archaea? o
alternativamente json las PPXs arqueanas ancestrales de tipo "S. cerevisiae" y S.
Solfataricus adquirié secundariamente el gen ppx "bacteriano" por transferencia
horizontal? Los dos fendmenos son teéricamente posibles. Un analisis de cémo el flujo de
genes afecta la evolucion de los genomas clasifica los genes segun sean 0 no
seleccionables para mantener el estado saludable de la célula o "fitness". Segun esta
clasificacion los genes se agrupan en esenciales, importantes, utiles, marginales vy
neutrales (Lawrence y Roth, 1999). Los genes marginales y neutrales son mas proclives
a ser eliminados de los genomas. Si los genes ppx contribuyen a la regulaciéon de los
niveles de poliP, que a su vez estan relacionados con la supervivencia ante factores de
estrés estos genes serian dispensables en ciertas condiciones ecoldgicas favorables,
pero su adquisicién generaria una ventaja adaptativa que permitiria al microorganismo
ampliar su nicho ecolégico. Esto explicaria la diversidad con respecto a la presencia o
ausencia de genes ppx en los genomas microbianos y en especial en Archaea.

Independientemente de su historia evolutiva, el gen ppx de S. solfataricus codifica
para una proteina funcional con actividad PPX. Esto fue demostrado mediante el ensayo
de la actividad PPX en extractos crudos de la cepa SC21, que sobreexpresa esta
proteina. La presencia de actividad PPX a 70°C confirma que ésta se debe a la PPX de
S. solfataricus (Fig. 24 y 25). Mas aun, la PPXr purificada mostré actividad PPX (Fig. 27).
La disminucién en dos 6rdenes de magnitud con respecto a la PPX de E. coli, podria
deberse a varios factores. Por ejemplo, la presencia de la proteina de 30kDa en las
fracciones ensayadas, que probablemente es un producto de degradacion, podria
disminuir la actividad especifica. También las condiciones de renaturacion podrian no
haber sido las 6ptimas para lograr la maxima actividad enzimatica o la presencia de las 6
histidinas hacia el carboxilo terminal de la proteina podrian provocar alguna alteracién en
la estructura proteica que disminuya la actividad.

Inicialmente los ensayos de actividad PPX se realizaron a 70°C pero al determinar la
temperatura 6ptima para la actividad, se vio que ésta no supera los 50-60°C (Fig. 27a). La
disminucion de la actividad PPX a temperaturas mas altas podria deberse a una hidrdlisis
espontanea del sustrato poliP a Pi que llevaria a una inhibicion por producto.
Alternativamente, la PPX de S. solfataricus podria no ser intrinsecamente termoestable
como se ha demostrado para otras enzimas de termdfilos (Vielle y col., 2001).

Finalmente se intent6 correlacionar los niveles de actividad PPX con los niveles de
poliP en distintas condiciones. Durante el crecimiento en medio rico los niveles mas bajos
de actividad PPX parecieron coincidir con los niveles mas altos de poliP que se
presentaron en la fase estacionaria (Fig. 28), lo que indicaria que los poliP aumentan
debido a la ausencia de actividad PPX. Sin embargo cuando se determiné la actividad
PPX en extractos crudos de las células sometidas a carencia nutricional ésta no varié con
respecto al control (no mostrado) aunque los poliP si aumentaron (Fig. 7). Es probable,
entonces que la regulacion de niveles de poliP en S. acidocaldarius implique a otros
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factores adicionales a la actividad PPX. De todas maneras, el aumento de los niveles de
poliP ante condiciones de carencia de nutrientes en S. solfataricus, la actividad PPK
detectada y la existencia de un gen ppx funcional sugieren que los poliP estan sujetos a
una regulacion que depende de componentes genéticos y que responde a factores del
ambiente.
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Conclusiones

S. acidocaldarius y S. solfataricus contienen poliP. Los niveles de poliP relativos al
contenido de proteinas se acumulan durante la fase estacionaria de crecimiento.

En S. solfataricus los niveles de poliP relativos al contenido de proteinas aumentan
ante carencia de ciertos nutrientes como los aminoacidos.

La proteina asociada a glicogeno en S. acidocaldarius, cuya actividad PPK se habia
descrito resulto ser una glicogeno sintasa.

La glicogeno sintasa de S. acidocaldarius es termoestable, y probablemente
fosforilable por serina-treonina quinasas y a pesar de ser funcional no presenta la lisina
en la posicion 15 descrita como parte del sitio de unién a ADP-glucosa.

Hasta el momento no existen genes ppk en ningun representante del dominio
Archaea con la suficiente similitud como para ser detectados con los métodos
bioinformaticos disponibles. Otro(s) gen(es) homodlogo(s) lejano(s) o no homdlogo(s)
podria(n) estar involucrado(s) en la sintesis de poliP.

S. solfataricus posee un gen ppx funcional, codificante para una exopolifosfatasa.

Las variaciones en la actividad PPX en relacién con la acumulacion de poliP sugieren
la existencia de otra(s) enzima(s) involucrada(s) en su metabolismo.
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Anexo 1: Resultados de métodos bioinformaticos

Anexo 1: Resultados de meétodos
bioinformaticos

1.1 Contig b07¢12-b04 del genoma de S. Solfataricus

1.2 Analisis de la secuencia proteica de la P60 de S. acidocaldarius mediante el
programa BLASTP

1.3 Analisis de la secuencia proteica de la P60 de S. acidocaldarius mediante el
programa RPS-BLAST

1.4 Prediccion de sitios de fosforilacion de la P60 de S. Acidocaldarius mediante el
programa Phosphobase

1.5 Busqueda de genes ppk y PHM en los genomas de S. solfataricus y S. tokodaii
mediante el programa BLASTP

1.6 Contig sh03g1150 del genoma de S. Solfataricus
1.7 Analisis del ORF ¢50 003 de S. solfataricus mediante el programa BLASTP

1.8 Analisis del ORF ¢50 004-c50 003 de S. solfataricus mediante el programa
BLASTP

1.9 Busqueda de genes spoT y relA en el genoma de S. solfataricus y en la base de
datos COG (Cluster de genes ortélogos)
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