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Dedicado a mi abuelo,
por regalarme sus alelos.

“Mi canto es de los andamios, para alcanzar las estrellas”

Victor Jara
(1932-1973)




Mi historia comienza el mismo dia en que mi
madre celebraba su cumpleafios nimero 24. Si
bien el mito cuenta que los segundos bebés
nacen mas facil que sus predecesores, en esa sala
de parto sélo un forceps en manos de mi
neonat6logo me permitié ver la luz. Lo que si sé
no es mito, es que como segundo hijo tuve
regalias que mi hermana mayor no tuvo, pues
gran porcentaje de mis travesuras de infancia
quedaron enterradas bajo gruesas capas de
impunidad.

Desde pequefio senti la necesidad de querer
saber cémo funcionaba y para qué servia cada
uno de los artefactos que tenian la mala suerte de
meterse en mi campo visual. Esto, sumado a la
falta de castigo y a la venia de mi abuelo
materno, terminaron por convertir a mi casa (y
muchas veces las de otros) en talleres
improvisados en donde todo podia ser
desarmado.

De mi nifiez, recuerdo con inmensa felicidad
tardes enteras en el taller de mi abuelo “arreglando” méquinas que yo nunca supe bien cémo
funcionaban, preguntas mias y respuestas suyas eran, basicamente, la dinamica de las
conversaciones. Cuando las preguntas no olian a aceite y a grasa en el taller; un olor a naranjas o a
higos amenizaba la conversacion arriba del techo de la casa, en donde se podian ver el cielo, las
nubes, las copas de los 4rboles, los gatos y las aves; flora y fauna que desde el suelo no estaba
disponible. Fue en esas tardes donde la fisica, las matematicas, la quimica y por sobre todo la
biologia golpearon la puerta de mi vida; pero lo supe muchos afios después.

Mi infancia transcurri6 entre el tenis y el fitbol, pasiones que nunca me dieron mucho rédito dentro
de la cancha, pero que desde la galeria me lo han dado todo. Afios mas tarde, durante mi
adolescencia, fueron las artes marciales las que ocuparon un espacio importante de mi vida. Hasta el
dia de hoy, la actividad fisica sigue siendo una de mis pasiones. Y si de pasiones se trata, es en la
musica donde muchas veces he encontrado tranquilidad, paz y felicidad. No puedo dejar de
mencionar a mi equipo de fiitbol, la Universidad de Chile, al cual he seguido incondicionalmente
durante toda mi vida y por el cual he llorado, reido y destrozado mi garganta.

En términos académicos, la responsabilidad corre por parte de mi colegio, fue en el Instituto Nacional
donde se forj6 mi carifio por la ciencia y el saber. En ese lugar vivi una de las etapas mas bellas de mi
vida y tuve la suerte de conocer grandes maestros (en lo humano y en lo académico) y también
tremendos amigos.

Una vez fuera del colegio, los vientos me llevaron por casi 3 afios a la Facultad de Odontologia; pero
el viento cambia, y un segundo intento me hizo encallar en la mitica Facultad de Ingenieria, lugar que
si bien no me entreg6 un diploma, me dio gran parte de mis mejores amigos. Después de las dudas
vocacionales (aunque a veces creo que sélo eran las ganas de querer saberlo todo), ingresé a la
gloriosa Facultad de Ciencias, en donde vivi otra bellisima etapa. Aqui fue donde recibi una solida
formacion académica para poder dar mis primeros pasos como cientifico, de la mano de profesores
del més alto nivel. Fue aqui también donde encontré espacio para la amistad, el amor, el futbol, la
diversién y el Charismo, que le ha dado sentido a mi vida en lo espiritual y humano.

“Ser un romantico viajero, y el sendero continuar,
ir mas alla del horizonte, do remonta la verdad”
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4 RESUMEN

El polifosfato inorgamico (poliP) es un polimero lineal de residuos ortofosfato
ampliamente distribuido en los organismos vivos. En Pseudomonas sp. B4, sus niveles
celulares presentan variaciones importantes segtn la condicion fisiolégica y/o ambiental
en que se encuentre el microorganismo. También se ha demostrado que las células
bacterianas con niveles deficientes de poliP son incapaces de moverse, formar
biopeliculas y ademas disminuyen su capacidad de sobrevida en condiciones de estrés.
Para estudiar desde un punto de vista global este fenémeno realizamos experimentos de
proteémica diferencial en Pseudomonas sp. B4 com piveles deficientes de poliP en
diferentes condiciones de cultivo y fases del crecimiento.

Encontramos que la disminucién de los poliP aumenta los niveles de las chaperonas y
los factores de proteccién contra el estrés oxidativo; de algunas enzimas involucradas en
el ciclo de Krebs y la beta oxidacién de 4cidos grasos; asi como de la sintesis del ATP y
1a biosintesis de los aminoécidos. Por otro lado, estos bajos niveles de poliP disminuyen
la expresién de los transportadores de membrana y de los factores de degradacion de las
proteinas; la transcripci6n y la motilidad. Estos resultados sugieren que los poliP estan
relacionados con el metabolismo energético primario, con los procesos celulares de

respuesta al estrés y con el transporte activo de moléculas en la membrana celular
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5 ABSTRACT

Inorganic polyphosphate (polyP) is a linear chain of phosphate residues widely
distributed among all organisms. Pseudomonas sp.B4 exhibits different levels of the
biopolymer depending on the physiological and/or environmental conditions.

Bacteria with low polyP levels cells are defective in motility, biofilm formation, general
stress and stringent responses. The aim of this research is to obtain a global view about
this phenomenom using differential proteomic assays in low polyP levels Pseudomonas
sp. B4 strains, in different growth phases and culture mediums.

We found that low polyP levels increase chaperones and oxidative stress protection
factors; as well as some TCA cycle and fatty acids oxidation proteins; ATP and
aminoacids biosynthesis are improved under the same condition. On the other hand,
these low levels reduce the expression of a wide variety of membrane transporters;
protein degradation factors; transcription and motility.

Our results suggest that polyP is related to energetic metabolism, stress and stringent

response and the active transport of the molecules through cellular membrane.

ix




p6  INTRODUCCION

6.1 Polifosfate Inorganico

El polifosfato inorganico (poliP) es un polimero lineal compuesto por residuos de
ortofosfato (Pi) unidos por enlaces fosfoanhidrido (Figura 1). Debido a la carencia de
una funcién concreta es considerado un fosil molecular, probable remanente de la
evolucién prebiética. El poliP es ubicuo y abundante, ampliamente distribuido en todos
los organismos vivos: bacterias, arqueas y eucariontes. Sus funciones en los seres vivos
varian considerablemente segin la naturaleza del organismo [Kulaev y col., 1999;

Brown y Kornberg, 20041.
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FIGURA 1. Polifosfato Inorgdnico. Komberg y col., 1999,

En los procariontes, los poliPs se encuentran distribuidos en el citoplasma y asociados al
periplasma y a la membrana plasmética. Algunas bacterias son capaces de acumular
grandes cantidades de poliPs bajo ciertas condiciones {e.g., en Acinetobacter johnsonii
aislada desde los lodos activados el poliP alcanza hasta un 30% del peso celular)

[Deinema y col., 1985] y su concentracién depende de la cantidad de fosfato presente en




el medio. En las bacterias del género Neisseria, cerca de la mitad del total del polimero
forma una cépsula protectora en el exterior de la célula y estaria involucrado en los
procesos de patogenicidad [Tinsley y col, 19931 Por otro lado, en la bacteria
Helicobacter pylori, éstos se encuentran en el citoplasma, el polo flagelar y asociados a
la membrana plasmatica [Bode y col., 1993]. Las levaduras y otros microorganismos
eucariontes poseen un alto contenido de poliPs en el citoplasma, la vacuola, la
mitocondria y el nicleo; mientras que en los animales, los poliPs han sido descritos en
altas cantidades en los estadios tempranos de algunas esponjas y en las fracciones
subcelulares de los roedores y humanos tales como el micleo, la mitocondria v Ia
membrana plasmatica [Imsiecke y col., 1996; Kumble y Komberg, 1996].

Mediante microscopia electronica, los poliPs son visibles como acumulaciones
granulares (Figura 2) y al igual que otros polianiones, cambian la absorcion de la tincién
bésica azul de tolnidina a una longitud de onda més corta (630nm a 530nm) [Ohtomo y
col., 2004].

Los niveles de poliP presentan variaciones importantes segin las condiciones
fisiologicas y/o ambientales en que se encuentren las bacterias {Kornberg y col., 1999].
Por ejemplo, en condiciones de estrés se observa una acumulacion importante de los
poliPs, en tanto que las bacterias con niveles disminuidos de poliPs no son capaces de
sobrevivir en la fase estacionaria y son menos resistentes al estrés térmico, oxidativo y
osmoético [Sureka y col., 2007].

La enzimas més importantes involucradas en la biosintesis y degradacion de los poliPs
son: la polifosfato quinasa (PPK), que cataliza la polimerizacion reversible de la cadena

de poliP a partir de ATP y/o GTP [Ahn y Komberg, 1990]; la poliP-AMP-




fosfotransferasa que utiliza al poliP para fosforilar el AMP; la exopolifosfatasa (PPX)
que libera Pi desde el extremo de la cadena de poliP; las endopolifosfatasas que cortan
el poliP para producir cadenas mas cortas; la glucosa-6-fosfotransferasa (glucoquinasa);

y la adenosina monofosfato fosfotransferasa entre otras [Kulaev y col., 1999].

FIGURA 2. Granulos de poliP (flechas) en Pseudomonas sp B4 crecida en glucosa (A) y 4-Cl-bifenilo
(B) como unicas fuentes fuente de carbono. Microfotografia electrénica de Psewdomonas sp.B4 con
granulos densos al paso de los electrones (C). Distribucién de fosfatos (en verde) obtenida por ESI
(electron spectroscopy imaging) (D). [Chavez y col., 2006].

6.1.1 Funciones de los poliPs

Dentro de las funciones que se le han asignado a los poliPs en los microorganismos se

encuentran: 1) fuente de energia en la sintesis del ATP; 2) sustituto del ATP en




reacciones de fosforilacion; 3) reserva de Pi; 4) control osmético; 5) quelante de
cationes divalentes; 6) amortiguador intracelular de iomes alcalinos; 7) elemento
estructural junto con el poli-B-hidroxibutirato y ¢l Ca®* en la membrana de células
competentes para la transformacién bacteriana; 8) regulador del desarrollo celular; 9)
componente de 1a cdpsula bacteriana [Kornberg y col., 1999].

El poliP es un sustitito del ATP en las reacciones de fosforilacién y posee una gran
variedad de aceptores de grupos Pi como los azicares y los 4cidos grasos, entre otros.
Existen glicoguinasas que utilizan ATP o poliP como donante de grupos Pi, y las
especies filogenéticamente més antiguas muestran preferencia estricta por poliP como
en el caso de la glucoquinasa en Microlunatus phosphovorus [Hsieh y col.,, 1993;
Kornberg, 1995; Tanaka y col., 2003].

El fosfato es un elemento esencial para la célula y su homeostasis puede mantenerse
gracias al poliP, el cual cumple la funcion de reserva, puesto que como complejo
agregado con contraiones multivalenties es osméticamente menos activo que el fosfato
libre [Kornberg, 1995]. Sus niveles intracelulares se mantienen en un rango pequefio
cercano a 10mM en medios extracelulares que pueden variar su concentracion hasta en
seis Ordenes de magnitud [Rao y col, 2009]. En diversos microorganismos, se ha
demostrado que los niveles de poliPs disminuyen en respuesta a la carencia de fosfato
en el medio [Vera y col., 2008}.

Debido a su condicion de polianion, el poliP es un quelante de metales y participa en la
destoxificacion de algunos metales pesados (Zn, Fe, Cu y Cd) mediante 1a unién a éstos,
lo cual reduce su toxicidad. La entrada de los metales catiGnicos a Ia célula estimula la

actividad exopolifosfatasa [Keasling y Hupf, 1996]. En Acinetobacter johnsonii los




jones de los metales divalentes y el fosfato inorgnico son excretados como un quelato
via el sistema simporte MeHPOy/H' [van Veen y col., 1994]. Por su parte, en el arquedn
Sulfolobus metallicus, los niveles de poliP muestran un descenso gradual con el
incremento de la concentracién de Cu?* en el medio, lo que muestra un posible vinculo
entre el poliP y la adaptacién del microorganismo a la presencia del metal [Remonsellez
y col., 2006].

En la membrana de Escherichia coli, se han aislado complejos formados por poliP, Ca®*
y poli-B-hidroxibutirato [Reusch y Sadoff, 1988], los cuales aumentan en las células
competentes cuyas membranas son ficilmente permeables al ADN [Huang y Reusch,
1996]. Se ha propuesto que estos complejos estin involucrados en el transporte del
ADN hacia el interior de la célula; pero estudios més recientes sugieren que servirian
como canales de calcio activados por voltaje [Reusch y col.,1995].

El poliP también interactiia con las proteinas basicas (e.g., histonas) y con los dominios
bésicos de proteinas tales como las polimerasas y las proteinas nucleares no-histonas
[Offenbacher v Kline, 1984], lo cual podria dar cuenta de un papel regulatorio en la
expresi6n génica. Debido a que los niveles de poliPs fluctfian en respuesta a las
condiciones nutricionales, es posible que éstos funcionen en una red de respuestas que
gobiernan las etapas del ciclo celular y el desarrollo. En E. coli, existe otra enzima con
actividad exopolifosfatasa, la guanosina pentafosfato hidrolasa, que produce guanosina
tetrafosfato (ppGpp), un potente efector en la respuesta bacteriana ante el estrés.
Durante la privacion de los aminoécidos, la enzima Reld genera guanosina pentafosfato
(pppGpp) a partir de ppGpp que reprime la hidrélisis de poliP por la exopolifosfatasa y

permiten su acumulacion [Rao y col., 1998].




Otro factor importante en la regulacion de la expresién génica durante la fase
estacionaria es el factor RpoS, cuya transcripcion se estimula por ppGpp y que controla
la respuesta transcripcional de mas de 50 genes en cascadas que contribuyen al ajuste
metabélico que permite la dormancia. Este factor, se encuentra también involucrado en
la patogenicidad bacteriana en animales y protozoos [Hengge-Aronis, 2002].

En algunos microorganismos, los cambios asociados al desarrollo, ocurren en respuesta
a la ausencia de algin nutriente (i.e., formacién del cuerpo frutoso y esporas en especies
de Myxobacteria; esporulacion en Bacillus y en hongos; y formacion del heterocisto en
Cyanobacteria). En el caso de Myxococcus xanthus, la actividad de la poliP-AMP
fosfotransferasa esta aumentada drasticamente al entrar en la fase estacionaria {Zhang y

col., 2005a].

6.1.2 Biosintesis y degradacién de los poliPs

Los principales genes involucrados en €l metabolismo del poliP en E. coli se encuentran
ubicados en el operon poliP, el cual posee el gen ppk y siete bases rio abajo el gen ppx,
los cuales codifican para las proteinas que sintetizan y degradan el poliP,
respectivamente [Akiyama y col., 1993]. Se ha postulado que el operén estaria regulado
por el sistema de dos componentes PhoBR aunque existen evidencias que apuntan lo
contrario [Lee y col., 2006]. En contraste con E. coli, en Pseudomonas aeruginosa los
genes estdn juntos pero no organizados en un operdn, sino que son transcritos de manera
divergente [Miyake y col., 1999]. En este tltimo organismo, los anélisis indican que el
gen ppk es transcrito desde un promotor dependiente del factor 6, lo cual lo asocia con

la respuesta al estrés ambiental. Sin embargo, no existe corregulacion entre los




promotores de ppk y ppx en respuesta al shock osmético o al estrés oxidativo. Durante
el estrés osmético, la transcripcidn del gen ppk es mayor durante la fase estacionaria que
en la exponencial; por el contrario, en igual condicion, la activacién del gen ppx es
mayor durante la fase exponencial que en la fase estacionaria [Zago y col., 19991
Polifosfato quinasa PPK. Las enzimas con capacidad de sintetizar el poliP que estdn
descritas poseen estructuras diversas y se han nombrado en orden numérico segiin han
sido descubiertas en el tiempo [Hooley y col., 2008].

En bacterias, la sintesis del poliP se realiza, principalmente, mediante la polimerizacion
reversible del fosfato terminal del ATP por accién de la enzima polifosfato quinasa
PPKI (ecuacién 1) [Abn y Kornberg, 1990]. Esta fue identificada por primera vez en E.
coli asociada a la membrana interna y se encuentra en mas de un centenar de genomas
bacterianos, incluycndo patégenos humanos, en donde se ha demostrado que la PPKI es
esencial en los procesos infectivos y de virulencia (e.g., P. aeruginosa, Shigella
flexeneri, Salmonella typhimurium y Salmonella dublin). Esta caracteristica la convierte
en un blanco interesante en el disefio de firmacos antimicrobianos [Zhu y col., 2003;
Zhu y col., 2005). Ademsds, posee un papel importante en procesos tales como: la
formacion de biopeliculas, 1a predacién, la motilidad y el quorum sensing. No obstante
encontrarse distribuida ampliamente en bacterias y arqueas, un gen ortélogo de ppkl en
eucariontes sélo ha sido reportado en Dictyostelium discoideum (DdPPKI) {Zhang y
col., 2005b]. Los genes responsables de 1a sintesis de los poiiPs en algunas bacterias y
en el resto de los eucariontes que no poseen PPKs alin no se conocen [Brown y

Komberg, 2004].




Las cepas mutantes de ppkl en P. aeruginosa PAOI poseen los niveles de poliPs
disminuidos, afectados los procesos tales como la motilidad [Rashid y Kornberg, 2000],
la formacion de biopelicula y presentan cambios en los niveles de mRNA y una aita
compactacién del nucleoide [Brown y Komberg, 2004]. No obstante la baja actividad
PPK1 encontrada en los mutantes de P. aeruginosa PAOI (i.e., <1% de la actividad de
la cepa silvestre), estas mutantes atin mantienen un 20% de los niveles de poliP de la
cepa silvestre [Rashid y col., 2000]. Este fenémeno esta asociado a la presencia de la
enzima PPK2, que sintetiza de manera reversible el poliP a partir tanto de GTP como de
ATP. Sin embargo, en la célula su funcién fundamental corresponde a la actividad
nucledsido difosfato quinasa (i.e., sintesis de GTP a partir de GDP y poliP) (ecuacién
2). El gen ppk2 codifica para una protefna de 357 residuos aminoacidicos de masa
molecular 40,8 kDa, ampliamente conservada en bacterias y también posee ortdlogos en
arqueas [Zhang y col., 2002]. Otra actividad de la PPK1 es la transferencia de un grupo

pirofosforil desde el poliP a GDP para formar ppppG lineal (ecuacién 3) {Kuroda y

Komberg, 1997].
nATP ¢ poly P_ +~ nADP 1
Poly P +nGDP — nG1P 2
Poly P + GDP — poly P__, + ppppG. 3

Utilizacion y degradacion de los poliPs. El poliP puede ser utilizado como sustrato por
las fosfotransferasas y las hidrolasas, que permiten generar ATP a partir de poliP.

Mediante la accién combinada de la AMP-fosfotransferasa (ecuacion 4) y la PPKI




(ecuacion 5) el AMP es convertido a ATP, el cual puede ser utilizado por glucoquinasas

para formar glucosa 6-fosfato (ecuaciéon 6) [Bonting y col., 1991; Ahn y Komberg,

1990; Hsieh y col., 1993].
Poly P, + AMP — poly P, ., + ADP 4
Poly P, + ADP — poly P,.; ~ ATP 5
ATP + glucose — glucose 6-P + ADP 6

Exopolifosfatasas. Estas enzimas hidrolizan los enlaces fosfato terminales de las
cadenas de poliP para generar Pi y se encuentran en una gran variedad de organismos.
En E. coli, la PPX es altamente procesiva ¢ hidroliza por completo cadenas de hasta
1000 residuos fosfato sin liberar intermediarios. Posee multiples sitios de union a los
poliPs en distintos dominios de la enzima, que son responsables del reconocimiento del
tamatfio del polimero [Bolesch y Keasling, 2000]. En P. aeruginosa, la proteina posee
506 residuos aminoacidicos, 58,7 kDa de masa molecular y presenta una identidad
cercana al 40% con la PPX y la pppGpp-5°-fosfohidrolasa (Gppd4) de E. coli. La
acumulacion de poliP en este organismo, esta regulada por la inhibicion enzimética de
la PPX por los nucleétidos de respuesta a estrés ppGpp y pppGpp, sin modulacién
aparente de las tasas de transcripcion de los genes ppk y ppx [Zago y col., 1999].

Por su parte, en el arquedn Sulfolobus solfataricus, se ha reportado una PPX de 417
residuos aminoacidicos, activa para degradar las cadenas largas de aproximadamente

800 residuos, y que al ser comparada con PPXs presentes en bacterias posee identidades




de secuencia entre 25-45% [Cardona y col., 2002]. Por otro lado, Saccharomyces
cerevisiae posee varias PPXs con actividad enzimética en el citoplasma, la vacuola, la
envoltura celular, ¢! nicleo, la matriz vy la membrana mitocondrial. Una de ellas
corresponde a una exopolifosfatasa citosélica de bajo peso molecular (scPPXI, 45 kDa
al igual que la PPX de la matriz mitocondrial), perteneciente a la familia de
fosfoesterasas DHH. El rango de sustrato es de 3 a 1000 residuos, presentando
preferencia por cadenas de poliP de aproximadamente 250 residuos y no tiene actividad
sobre el pirofosfato, el ATP o la forma ciclica de tripolifosfato [Wurst y Komberg,
1994]. Las PPXs presentes en la vacuola, la membrana mitocondrial y el nicleo
corresponden a una PPX de alta masa molecular (1000 kDa aproximadamente)
[Ugochukwu y col., 2007].

Endopolifosfatasas. En S. cerevisine se ha caracterizado una endopolifosfatasa que
actia en los poliPs de cadena larga (més de 60 residuos). En promedio se cortan tres
trifosfatos desde la cadena hasta que se obtiene un poliP de 60 residnos (ecuacion 7)

[Kumble y Kornberg, 1996].

Poly P54 + H,O — nPoly Py, +~ 3n Poly Py 7

6.1.3 PoliPs en Pseudomonas sp. B4
La acumulacién de poliP en respuesta a la deprivacion de nutrientes ha sido reportada

en el género Pseudomonas, organismos considerados tipo PAO (organismo acumulador
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de polifosfatos, sigla en inglés). Dentro de dicho grupo, se encuentra la bacteria
Pseudomonas sp. B4, neutrdfila, heteréirofa e hiperacumuladora de poliP bajo
determinadas condiciones y medios de cultivo {Chévez y col., 20041

La estrategia de generar mutantes del gen ppkl en Pseudomonas sp. B4 presenta
algunas desventajas puesto que su genoma no se encuentra secuenciado. Ademas, en
dicho género se ha reportado la existencia de otras enzimas capaces de sintetizar poliP
(i.e., PPK2) [Zhang y col., 2002] y que, como ya se indic6, mantienen hasta en un 20%
los niveles de poliP. Por lo tanto, la sobreexpresion de la PPX es una via alternativa a la
delecion del gen ppk con €l fin de bajar los niveles de poliP celular, puesto que la
hidrélisis del polimero es irreversible y provoca la disminucién del poliP [Wurst y col.,
1995].

En este contexto, es que en nuestro laboratorio se han obtenido bacterias recombinantes
con niveles deficientes de poliPs mediante la sobreexpresion de la scPPX1 con el uso de
vectores de amplio rango [Lefebre y Valvano, 2002]. Los extractos proteicos de las
cepas recombinantes de Pseudomonas sp. B4 que sobreexpresaron constitutivamente la
scPPX], presentaron actividad exopolifosfatasa aumentada en 10 veces en comparacion
con la cepa control y la remocién de més del 95% del poliP celular (Figura 3). Estas
cepas presentan, ademads, caracteristicas asociadas a la incapacidad de acumular poliP
(i.e., motilidad y capacidad de formacién de biopelicula disminuida) [Chévez y col.,

2009].
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FIGURA 3. A.- Expresion constitutiva de PPXIr en Pseudomonas sp. B4 por Western-blot (a-His6) de
los extractos totales de Pseudomonas sp..B4 recombinantes en fase exponencial (Ex) y fase estacionaria
(Es) de crecimiento en medio LB. B.- Actividad PPX en los extractos de Pseudomonas sp. B4
recombinantes. Cromatografia en capa fina (TLC) de los productos de la actividad PPX de extractos
totales de células transformadas con los plasmidios de expresion constitutiva pMLS7 y pS7PPXI
(B=blanco de reaccién). C.- Contenido de poliP en Pseudomonas sp. B4 recombinantes pS7PPXI y
pMLS7 (control) crecidas en medio LB. [Chavez y col., 2009]. La concentracién de poliP se expresa en
términos de los residuos de Pi que forman ATP [Ault-RJché y col., 1998].

6.2 La proteémica como herramienta para el estudio de los poliPs

Las evidencias indican la importancia de los poliPs en la regulacién de la expresion de
los genes relacionados con los procesos celulares que le permiten a las bacterias
sobrevivir y adaptarse a condiciones adversas. No obstante, los cambios metabélicos
que se producen en condiciones de carencia del polimero no han sido estudiados con
profundidad.

Dados los efectos pleiotropicos asociados a la disminucién de los niveles de poliPs, es
necesario un analisis a escala global de la expresion génica que se produce como
respuesta a dicha condicién, el cual permita determinar los procesos celulares y las

proteinas particulares involucradas. En este sentido, es posible realizar estudios a nivel
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de la transeripcién génica o bien a nivel del proteoma y obtener una vision integrada de
la respuesta celular. Estos estudios, permiten tanto identificar como cuantificar los
efectos de los actores moleculares que participan en un proceso bioldgico determinado.
Los métodos de la gendémica funcional y la protedmica no son necesariamente hipétesis-
dependiente, sin embargo, ofrecen informacion acerca de la transcripcién, la regulacion
genética y la expresion, localizacion e interaccién de las proteinas. En virtud del tipo de
informacién que entregan, ambas aproximaciones son complementarias y resultan de
gran utilidad en los estudios donde no existe, necesariamente, informacién previamente
definida.

Las muestras complejas de proteinas pueden ser separadas y visualizadas segin el punto
isoeléctrico (isoelectroenfoque, IEF) y la masa molecular mediante la técnica
denominada 2D-PAGE (electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida), una de
las metodologias més eficiente y menos costosa para tal objetivo [O’Farrell y col.,
1977]. El patrén de expresion de las proteinas de un organismo bajo diferentes
condiciones puede ser comparado cuantitativa y cualitativamente. Mientras la
aparicion/aumento o desaparicion/disminucién de una proteina entrega informacién
acerca de su expresion diferencial, la intensidad de dicho fenémeno informa,
cuantitativamente, del nivel de expresion de la proteina {Graves y Haystead, 2002].
Esta metodologia incluye, ademas de la separacion por IEF y la masa molecular, la
visualizacion y el andlisis de Ias imagenes, Ia seleccién de las proteinas desde los geles,
la digestion de éstas, el andlisis de los péptidos por espectrometria de masas y la
consulta de los espectros obtenidos en las bases de datos disponibles [Monteoliva y

Albar, 2004].
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Conocer e] metabolismo y las funciones de los poliPs a fondo, las causas de los efectos
pleiotropicos asociados a su carencia y los ajustes fisiolégicos que las bacterias realizan
para enfrentarla permitiria, en teoria, disponer de estrategias de mejoramiento de
algunos procesos metabolicos como la biorremediacion o la biolixiviacion, los cuales se
ven potenciados en algunos organismos que acumulan y utilizan poliPs como sustrato
para llevarlos a cabo. Con este objetivo planteado se utilizard la proteémica diferencial,
especificamente 2D-PAGE, como la metodologia idonea para estudiar los efectos de la

carencia de poliP en las bacterias.
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6.3 Objetivos

6.3.1 General
Estudio de la expresién diferencial del proteoma de Pseudomonas sp. B4

(extractos totales y extracelulares) en condiciones normales y de carencia de poliPs.

6.3.2 Especificos

- Desarrollo de un protocolo apropiado para el andlisis del proteoma total y los
subproteomas de Pseudomonas sp. B4 mediante 2D-PAGE.

- Determinar, mediante analisis de geles bidimensionales (2ZD-PAGE), los cambios
del proteoma total y el subproteoma extracelular de Pseudomonas sp. B4 deficiente en los
niveles de poliP con respecto a una cepa control en condiciones de crecimiento
plancténico y en las colonias crecidas en medio sélido.

- Andlisis bioinformatico de las secuencias obtenidas mediante MS.
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7 MATERIALES Y METODOS

7.1  Células, medios y condiciones de cultive

7.1.1 Cepas bacterianas
Se utilizd como modelo de estudio la bacteria Pseudomonas sp. B4, neutréfila,
heterétrofa e hiperacumuladora de poliP en condiciones silvestres. Su genoma no se
encuentra secuenciado. Esta bacteria fue aislada del rio Elba en Alemania y
suministrada al Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia por el Profesor
Kenneth Timmis [Bartels y col.,, 1999]. El estudio de expresiéon diferencial de las
proteinas se realizé con dos cepas recombinantes portadoras de los plasmidios pMLS7 y
pS7PPX1 respectivamente (Figuras 4 y 5). La cepa portadora del primero de estos
plasmidios corresponde a una cepa control (poliP(+)) con niveles normales de poliP. La
cepa portadora del segundo plasmidio (poliP(-)) sobreexpresa la exopolifosfatasa de
levadura scPPX1, la cual permite obtener cepas con niveles deficientes de poliPs
[Chévez y col., 2009].
Descripcién de los plasmidios utilizados:

pMLS7: plasmidio de expresion constitutiva de amplio espectro derivado del

PBBRI aislado originalmente de Bordetella bronchiseptica [Lefebre y Valvano, 2002]..
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Tiene un tamafio de 6.124 pb y se mantienen entre 20 y 30 copias en la célula. El vector
codifica una proteina esencial para la replicacion (rep) y otra para la movilizacion (mob)
plasmidial. Posee la region promotora de la proteina ribosomal S7 y la potente sefial
terminadora del operén ribosomal (rrnB) de Burkholderia xenovorans LB400. Contiene
el gen de la dihidrofolato reductasa (dhfr) que provee resistencia al antibiGtico
Trimetoprim. Los transformantes portadores de este plasmidio se utilizaron a lo largo de

este trabajo como la cepa control (poliP(+), Figura 4) [Chavez y col., 2009].

EeoRl (56470
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S7 promoter
Apalli5in0)

Rep

FIGURA 4. Vector de expresion constitutiva pMLS7. dhf: gen de la dihidrofolato reductasa (resistencia a
trimetoprim); rrnB: terminador transcripcional; S7: promotor de proteina ribosomal de Burkholderia sp.
cepa LB400; mob: gene requerido para la conjugacion; rep: gen proteina de replicacion.

17




pS7PPXI: derivado del pMLS?7 con la insercion del gen PPX1 (gen que codifica
para la proteina scPPX] fusionado a una cola de 6 histidinas) entre los sitios EcoRI y
BamHI (7.322 pb). Este plasmidio confiere a los transformantes el fenotipo deficiente

en los niveles de poliPs (poliP(-), Figura 5) [Chéavez y col., 2009].

B Terminator
Mand LI )

s iﬂa:‘

Bl (oG

YPPX1
Medi 158520
FEooRl (0 ’ mob
pS7PPX1
ez bp
A igaal -
57 prometer

M N

FIGURA 5. Vector de expresion constitutiva pS7PPX1. dhf: gen de la dihidrofolato reductasa (resistencia
a trimetoprim); rrnB: terminador transcripcional; S7: promotor de proteina ribosomal de Burkholderia sp.

cepa LB400; mob: gene requerido para la conjugacion; rep: gen proteina de replicacion. YPPXI: proteina
scPPXI con His6Tag.

7.1.2 Medios de cultivo

Las cepas bacterianas se cultivaron en medio Luria-Bertani liquido y sélido (LB:
triptona 10 g/, extracto de levadura 5 g/l y NaCl 5 g/) [Sambrook y Russell, 2001]
suplementados con el antibidtico Trimetoprin 100 pg/ml (disuelto en N,N-

dimetilformamida). El medio liquido se utiliz6 para cultivos en matraces con 25, 50 y
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100 m! de medio. Para el cultivo en placas se utilizé medio liquido complementado con
agar a una concentracion de 1.5% p/v.

Los cultivos en matraces se prepararon a partir de indeulos 1/100 y los cultivos en placas
a partir de 100 pl de una dilucién 10" desde precultivos de 5 ml crecidos a 37°C durante
la noche. 1.as cepas se mantuvieron en glicerol al 40% v/v a -80°C.

Condiciones de cultivo. Todos los cultivos se crecieron en condiciones aerébicas a
37°C. Para los cultivos liquidos se utilizé una agitaci6n rotatoria de 120 rpm hasta una
OD 0.7 medidos a 600nm para los cultivos de fase exponencial y 2.0 en fase

estacionaria. Los cultivos en placas se incubaron a 25°C durante 72 hs,

7.2  Métodos de biologia molecular

7.2.1 Extraccién de ADN plasmidial

Se exirajo ADN plasmidial desde precultivos de ambas cepas medianto €l protocolo
especificado en el manual del E.Z.N.A® Plasmid miniprep kit I (Omega Bio-Tek, USA)
7.2,2 Cuantificacién de ADN plasmidial

El ADN obtenido fue cuantificado a partir de 1 pl de muestra, mediante el

espectrofotémetro UV-Vis NanoDrop® ND-1000.
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7.2.3 Digestion de ADN plasmidial
Se realizé una digestién doble con las enzimas EcoRI'y BamHI durante 1 h a 37°C, Las
concentraciones de reactivos utilizadas se realizaron segin lo indicado por el fabricante

(NEB®, USA).

7.3 Métodos de proteémica

7.3.1 Preparacion del extracto total de proteinas

a) Cultivos liquidos: los cultivos crecidos en matraces se centrifugaron durante
15 mins a 7.000 x g a 25°C y se descarto el sobrenadante.

b) Cultivos en placa: se colectaron aproximadamente 200 mg de células desde
las colonias con un asa metélica estéril.
Ambos tipos de muestras siguieron el protocolo descrito a continuacién:
Los sedimentados de las células obtenidos se lavaron con 1 ml de tampén de sonicaciéon
(Tris 40 mM pH 8,15) en tubos de 1,5 ml un total de cuatro veces con centrifugaciones
de 2 mins a 15.000 x g a 25°C entre los lavados. Posteriormente, se resuspendi6 el
sedimentado celular en el mismo tampdn en proporcidén 10 pl por mg de masa hiimeda
de células obtenidas. A 1 ml de la muestra se le adiciond lisozima a 0,1 mg/ml y se
incubd por 20 mins a temperatura ambiente, luego se le adicioné RNAasa a 50 pg/ml y
PMSF 1 mM. La lisis celular se completé mediante sonicacion en hielo: 7 ciclos de 20
segundos con intervalos de detencién de 1 min aproximadamente. Se le agregdé ADNasa
50 ug/ml e incubd por 10 miins en hielo. La muesira se cenirifugé durante 20 min a

15.000 x g a 4°C y el sobrenadante se concentrd hasta la mitad del volumen en
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columnas Microcon® YM-3 (10.000 x g, 4°C) mediante 1 volumen de tamp6n como
eluyente. La cuantificacion de ias proteinas se realiz6 mediante el reactivo. Bio-Rad
Protein Assay® (Bio-Rad, USA) y mediante BSA como estindar de calibracion.
Posteriormente, se procedié a precipitar 500 pig de proteinas mediante el sistema Ready-
Prep 2D Cleanup Bio-Rad® (Bio-Rad, USA) las cuales se resuspendieron en 250 pul de
tampén de isoelectroenfoque (tampén IEF: 7 M Urea, 2 M Tiourea, 4% CHAPS,
0,0002% azul de bromofenol) gue se completd con agua nanopura hasta un volumen
final de 300 pl. Posteriormente, se adicioné DTT a una concentracién 100 mM y los
anfolitos (Bio-Rad, USA) respectivos (rangos 5-8 y 4,7-5,9) al 0,2%; la muestra se
incubé durante 1 h a 25°C y se procedié segilin se detalla en la seccién electroforesis

bidimensional (7.3.3).

7.3.2 Preparacién de las muestras de proteinas extracelulares

A partir de los c;ultivos liquidos se obtuvo el sobrenadante por centrifugacién durante 15
mins a 7.000 x g a 25°C, el cual se filtr6 con filtros Millipore de 0,22 pm (Millex-GV
Filter, 0,22 pm, PVDF); se le agregé dcido tricloroacético hasta concentracién 15% y se
mantuvo a 4°C toda la noche. La muestra se centrifugé durante 50 min 2 10.000 x g a
4°C, se descarto el sobrenadante y el sedimentado se 1avo tres veces con 5 ml de acetona
fria y dos veces con etanol frio al 100% (centrifugaciones de 20 min a 16.000 x g a 4°C
entre los lavados). Posteriormente, las muestras se trataron con cloroformo/metano}
como se detalla a continuacion: se agregaron 400 pl de metanol y se resuspendi6 con
micropipeta; se adicionaron 100 pi de cloroformo y se agité en vortex ‘hasta

homogeneizar completamente; se agregaron 300 pl de agua nanopura y se agité. La
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mezcla se centrifugé por 2 mins a 15.000 x g. La fase acuosa superior se removio, se
agregaron 400 pl de metanol y luego se resuspendi6 el sedimentado. Se centrifugé por 2
mins a 15.000 x g, se removio el sobrenadante y finalmente las muestras se secaron a
temperatura ambiente.

A la muestra seca se le agregaron 250 pl de tampén de IEF mas 50 pl de agua nanopura,
se le adicionaron DTT a una conceniracion de 100 mM y anfolitos de rango 3-10 al
0,2%; la muestra se incub6 durante 1 h a 25° C y se procedié segin se detalla en Ia

seccion electroforesis bidimensional (7.3.3).

7.3.3 Electroforesis bidimensional (2D-PAGE)

-Primera dimensién (IEF): la muestra preparada se afiadi6 a lo largo del canal de
la cubeta de focalizacién del equipo PROTEAN® IEF (Bio-Rad, USA) poniendo una
tira de 17 cm de largo con gradientes de pH 4,7-5,9 / 5-8 / 3-10NL (ReadyStrip™ IPG,
Bio-Rad, USA) durante 1 h a 20°C, luego se le adicionaron 2,5 ml de aceite mineral y se
programo el paso de rehidratacion activa durante 12 h a 50 V a 20°C seguido del
programa de focalizacion 15 mins a 250 V; 2 hs a 2.000 V; 4 hs a 8.000 Vy 11 hs a
10.000 V, hasta completar un total de 121.000 Vh a20°C.

-Segunda dimensién (SDS-PAGE): la tira con la muestra ya focalizada se
introdujo en 6 ml de tampén de equilibrio + DTT 2% por 10 mins a temperatura
ambiente con agitacién de 100 rpm, luego en 6 ml de tampdn de equilibrio +
yodoacetamida 2,5% durante 10 mins a temperatura ambiente con agitacién de 100 rpm

(tampén de equilibrio: Urea 6 M; SDS 2%; Tris/C1 0.05 M pH 8,8; glicerol 20%).
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Luego, la tira se colocd en un gel de poliacrilamida al 12,5% montado en el sistema

Protean® II y sometido a 50 V durante 23 hs a temperatura ambiente.

7.3.4 Tincién de los geles de poliacrilamida

a) Tincién con azul de Coomasie: la fijacion se realizé durante 1 h en 150 ml de
la solucién de fijacion (50% etanol; 2% 4cido fosforico), la tincidén se realizé durante 3
hs en 150 ml de la solucion “blue silver” (CBB G-250 0.12%; acido fosforico 10%;
sulfato de amonio 10% y metanol 20%); y se destifié con tres lavados con 150 ml de
una solucién de metanol/agua al 15% y tres lavados con agua.

b) Tincidn argéntica: la fijacion se realiz6 durante 20 mins en 150 ml de
solucién de fijacién (dcido acético 5%; metanol 50%) y el gel se lavé por 10 mins en
150 ml de metanol al 5%; luego se lavd dos veces con agua bidestilada durante 15 mins
cada lavado; el paso de sensibilizacion se realiz6é por un min en 150 ml de solucién de -
ditionito 0,025% y un lavado por 1 min en agua bidestilada. La tincién se realiz6 por 30
mins en 150 ml de solucidén de tincion (nitrato de plata 0,012 M; formaldehido 3%) y un
lavado de 1 min en agua bidestilada. Posteriormente, se realizé un revelado durante 5
min aproximadamente en 150 ml de solucién de revelado (carbonato de sodio 6%;
tiosulfato 20 uM; 6 mM de formaldehido). El revelado se detuvo con una solucion de

acido acético al 3%.

7.3.5 Seleccién de proteinas desde los geles de poliacrilamida
Las fotografias digitales obtenidas de los geles de poliacrilamida se analizaron

computacionalmente mediante el programa Delta2D v.3.6. Debido a Ia alta variabilidad
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del andlisis comparativo de los geles de las cepas poliP(+) y poliP(-), el umbral de
variacion significativa para una proteina se establecié como un factor minimo de 2,0
veces (100%, p<0,05) [Marengo y col., 2005] considerando el promedio de al menos
dos réplicas biologicas y una réplica t€cnica (ver anexo 1). Las proteinas con tasas de
cambio menor a 2,0 incluidas correspondieron a manchas que bajo la inspeccidn visual
su expresion diferencial resulté evidente en las réplicas. Las proteinas seleccionadas
fueron escindidas desde los geles para su secuenciacién por espectrometria de masas,
los resuitados se analizaron mediante el motor de bisqueda Mascot, sobre las bases de
datos de los genomas anotados del género Pseudomonas, con un valor minimo de
significancia para el Mascot score de 60, equivalente a un 95% de probabilidad de que

el resultado no sea un falso positivo.

7.3.6* Digestion ” in-g?l"’ de proteinas y preparacion de las muestras

Las proteinas escindidas desde los geles se depositaron en placas de 96 pocillos y
procesadas autométicamente mediante el equipo Proteineer DP (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemania). Se utiliz6 el protocolo de digestion de Schevchenko [Schevchenko
y col., 1996] con pequefias variaciones. Los trozos de gel se lavaron en primer lugar con
50 mM de bicarbonato de amonio y posteriormente con acetonitrilo previo a la
reduccion con 10 mM de DTT en una solucién 25 mM de bicarbonato de amonio y una
alquilacién con 55 mM de yodoacetamida en una solucién de 50 mM de bicarbonato de
amonio. Posteriormente se enjuagaron con 50 mM de bicarbonato de amonio y
acetonitrilo, y luego secados bajo una corriente de nitrogeno. Se agregd tripsina de

cerdo (Promega, Madison WI) a una concentracion final de 16 ng/ul en una solucién de

24




25% de acetonitrilo/50 mM bicarbonato de amonioe, la digestién se realizé por 6 h a
37°C. La reaccién se detuvo por adicién de 0,5% de 4cido triflucroacético para la
extraccién de los péptidos. Los péptidos tripticos se secaron por centrifugacién al vacio
y resuspendidos en 4 pl de solucién MALDI. Alicuotas de 0,8 pl de cada mezcla de
péptidos se depositaron en placas de 386 pocillos OptiTOF™ Plate (Applied
Biosystems, Framingham, MA, USA) y secado a temperatura ambiente. Una alicuota de
0,8 pl de la solucién matriz (3 mg/ml de dcido ciano-hidréxicinamico en solucién
MALDI) se adicioné a la digestion seca y posteriormente se seco a temperatura

ambiente.

7.3.7% Huella peptidica MALDI, andlisis MS/MS y biisqueda en bases de datos

Las muestras se analizaron antomaticamente (MALDI-TOF) mediante el espectrometro
de masas ABi 4800 MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems, Framingham, MA, USA)
en el modo reflector de ion positivo (voltaje de aceleracién 25 kV para MS y 1 kV for
MS/MS) y el espectro se analizé en el equipo ABi 4000 (Series Explorer Spot Set
Manager). Los espectros de huelia peptidica y de los fragmentos iénicos MS/MS fueron
corregidos mediante el ABi 4000 Series Explorer Software v3.6,

Cada espectro de huella peptidica se calibé con las sefiales de masa de iones de autolisis
de tripsina para dar una precisién de medicién de masa tipica de < 25 ppm. Conocidas
tanto las sefiales de masa de la tripsina y la queratina como la del sodio y el potasio,
estas fueron removidas de la lista de los picos. Para suministrar los datos combinados de

la huella peptidica y MS/MS al programa MASCOT v.2.1 (Matrix Science, Londres,
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UK) se utiliz6 el programa GPS Explorer v4.9, biisqueda realizada en la base de datos

de proteinas no redundante NCBI protein database.

7.3.8% Anilisis LC-ESI MS/MS

En algunos casos, las muestras fueron analizadas por cromatografia liquida acoplada a
un espectrémetro de masas electrospray de trampa i6nica (LC ESI-MSMS) Ultimate
3000 nano LC (Dionex, Amsterdam, Holanda) ¥ una columna de fase reversa de 75 mm
LD, 100 mm a un flujo de 300 nl/min, acoplado al espectrémetro de masas de trampa
iénica Bruker HCT Ultra (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) er modo de exclusién

finAmica

7.3.9* Bisqueda en bases de datos

Para la identificacion de las proteinas, los espectros de LC-ESI MS/MS se traspasaron a
la interfase BioTools 2.0 (Bruker Daltonics) para ser consultados en la base de datos
NCBInr mediante el motor de bisqueda MASCOT v.2.2.04 (www.matrixscience.com
Matrix Science, Londres, UK). Los pardmetros de buisqueda fueron los signientes:
carbamidometil cisteina como resultado de la modificacién por el tratamiento con
yodoacetamida, metioninas oxidadas como modificacién variable, tolerancia de masa
peptidica de 0,5 Da para la masa parental y los fragmentos, y 1 para los sitios de corte
perdidos. En todas las identificaciones de proteinas, los valores para el algoritmo de
probabilidad MOWSE fueron mas grandes que el minimo establecido como

significativo con un valor p< 0,05. * Anaisis realizados en colaboracitn con ef Servicio de Proteémica del Centro

Nacional de Biotecnologia de la Universidad Auténoms de Madrid, Espaia.
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8 RESULTADOS

8.1  Verificacion fenotipica de las cepas

Con el objetivo de verificar los fenotipos de las cepas de Pseudomonas sp. B4
portadoras de los plasmidios pMLS7 y pS7PPX1, se realizaron analisis de restriccion del
ADN plasmidial, inspeccién visual de la morfologia de las colonias en placas de LB-
agar y observacion de la motilidad celular mediante microscopia 6ptica.

La digestion con enzimas de restriccién se muestra en la Figura 6. El plasmidio
pS7PPX1 digerido con las enzimas de restriccion BamHI y EcoRI presenta un banda de
1218 pb correspondiente al gen PPXI y otra correspondiente al resto del plasmidio de
6104 pb. La cepa control poliP(+) con el vector pero sin el inserto, s6lamente presenta
el plasmidio digerido de 6124 pb.

El analisis visual muestra que cada cepa posee un fenotipo distinto. La cepa poliP(+)
presento colonias de 0,5-1,5 cm de didmetro aproximado, de textura rugosa e irregular
producto de Ia alta motilidad similar a la cepa silvestre. Por otro lado, las cepas poliP(-)
presentaron colonias pequefias, de 0,2 cm de didmetro, circulares, lisas y de baja
motilidad. Estas caracteristicas concuerdan con el fenotipo esperado segiin Chéivez y
col., 2009 para cada cepa, lo cual permite continuar con el trabajo proteémico

planteado.
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FIGURA 6. A.- Andlisis de restriccion de los plasmidios pMLS7 y pS7PPXI de Pseudomonas sp. B4 con
enzimas BamHI y EcoRI (B/E) y control sin enzima (S/E). La flecha indica presencia el inserto de 1218
pb correspondiente al gen ppx/r en el plasmidio pS7PPX1. B.- Anélisis visual de las colonias en placas de
LB-agar. La cepa poliP(+) presenta colonias grandes sin bordes definidos producto de la motilidad de la
bacteria. La cepa poliP(-) presenta colonias pequefias bien delimitadas.

8.2  Condiciones éptimas para la preparacion de la muestra para 2D-PAGE

La técnica 2D-PAGE es un método visual simple y rapido para el mapeo de diferencias
en el patron de expresion de las proteinas. No obstante la simpleza y el bajo costo del
desarrollo de la técnica, existen ciertas limitaciones al uso universal de esta tecnologia,
tales como la baja sensibilidad y linelidad del enfoque, la reproducibilidad de los
ensayos y baja solubilidad de las proteinas de membrana. Estos inconvenientes, en
general pueden soslayarse cuando las muestras de proteinas cumplen con ciertos

parametros que permiten un buen enfoque y una buena sensibilidad; pardametros que son
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exclusivos para cada tipo de muestra. Esto ltimo obliga a ajustar las condiciones de
preparacion de la muestra para cada caso.

Con el objetivo de obtener geles en dos dimensiones de wna calidad dptima y
reproducibles para realizar el anélisis protedmico, se definieron como pasos criticos del
protocolo ia ruptura celular y la remocién de los contaminantes (componentes no
proteicos) desde el extracto.

Se evaluaron dos métodos de ruptura celular: mediante prensa French y por disrupcién
ultrasonica. Al aplicar ambos métodos no se evidenciaron cambios importantes en la
calidad del gel obtenido (datos no mostrados). El método seleccionado fue la disrupcién
ultrasénica dada ia facilidad de manipulacién con respecto al uso de la prensa French.
La eliminacién de los contaminantes se realizd mediante la concentracién y el lavado
del extracto de proteinas mediante ultrafiltracién con membranas YM-3 (Millipore,
USA) de tamaiio de exclusién de 3 kDa como se detall6 en la secci6n materiales y
métodos. Con el mismo proposito se utilizaron 2 métodos de precipitacién de proteinas
desde el extracto, precipitacion con Cloroformo/Metanol y mediante el sistema Ready-
Prep 2D Cleanup® (Bio-Rad, USA), siendo este ultimo el sisterna elegido dados los

resultados mas satisfactorios.
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En la tabla siguiente se resumen detallan de manera cualitativa los resultados obtenidos.

Tabla 1. Condiciones éptimas para la preparacion de los extractos de proteinas.

Combinacidn de Metodologias Calidad del gel
YM-3 / Precipitacién / Gltrasonido ++
YM-3 / Precipitacién / Prensa French +++
YM-3 / Ultrasonido ++
YM-3 / Prensa French ++
Precipitacién / Ultrasonido +
Precipitacién / Prensa French +
Sin Precipitacién / Prensa French o Ultrasonido -

A la izquierda, la combinacién de los métodes de eliminacidn de los contaminantes y de la ruptura
celular. La columna de la derecha indica calidad del gel obtenido en el cual +++ es wn gel muy bueno y -
uno ny malo, La calidad minima de un gel para poder ser utilizado en el anélisis es ++,

En resumen, para lograr una alta reproducibilidad y sensibilidad de la técnica, el uso de
las membranas de ultrafiltracion YM-3 es vital en la obtencion de geles de
poliacrilamida en dos dimensiones de buena calidad, complementado con un sistema de

precipitacién apropiado, en este caso el sistema comercial Ready-Prep 2D Cleanup®.

8.3  Proteémica Diferencial mediante 2D-PAGE

Una vez determinadas las condiciones éptimas de trabajo, se realiz6 un andlisis
diferencial del subproteoma extracelular y del proteoma total entre la cepa poliP(-) y la
control poliP(+) mediante 2D-PAGE. Ejemplos de los geles obtenidos en este trabajo se

muestran en las figuras 7y 8.
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Se analizaron muestras preparadas a partir de cultivos liguidos y en placas de agar, en
fase exponencial (s6lo los cultivos liquidos) y estacionaria de crecimiento. El
subproteoma extracelnlar se obtuvo sélo a partir de cultivos liquidos. En total, se
encontraron 81 proteinas de interés diferencialmente expresadas en las cepas poliP(+) y
poliP(-) de Pseudomonas sp. B4, las cuales se analizaron por espectrometria de masas
para su identificacion.

Debido a que el genoma del microorganismo no se encuentra secuenciado v a la
presencia de més de una proteina dentro de una misma mancha (por punto isoeléctrico y
masa molecular similares), el empleo de la huella peptidica no fue eficiente como
método de identificacién. Ante esta situacién, la aproximacién experimental utilizada
fue LC-ESI-MS/MS, como se indico en los materiales y métodos. Los resultados de la
espectrometria se analizaron mediante ¢l motor de biisqueda Mascot, sobre las bases de
datos de los genomas anotadoiL del género Pseudomonas.

De las 81 proteinas analizadas por espectrometria se seleccionaron aquellos resultados
con la puntuacién (Mascot score) mds alta y con mayor porcentaje de cobertura. Por
otro lado, se verificé que los puntos isoeléctricos y las masas moleculares tedricas se
correspondieran con los experimentales obtenidos en la migracion en los geles
bidimensionales. Las proteinas seleccionadas desde cultivos en placa se tomaron desde
tres experimentos independientes y las de cultivos liquidos desde dos, ademds se
realizaron réplicas técnicas de las muestras (ver anexo 1). Con todas estas
consideraciones, 33 proteinas (Figuras 9 y 10) fueron seleccionadas y agrupadas segiin
las categorias Gene Ontology para procesos bioldgicos y funciones moleculares. En las

tablas 2 y 3 se detallan cada una de las proteinas segiin nombre, c6digo de acceso NCBI,
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masa molecular (tedrica y experimental), punto isoeléctrico (tedrico y experimental),

especie y puntuacién.

32




poliP +

poliP +

FIGURA 7. 2D-PAGE al 12,5% rango de pl 5-8 de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. B4
poliP(+) y poliP(-) crecidas medio LB liquido hasta fase exponencial (A) y estacionaria (B). Los niimeros
indican las proteinas diferencialmente expresadas que fueron seleccionadas y secuenciadas mediante MS.
Detalle en tablas 2, 3 y figuras 9, 10.
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FIGURA 8. 2D-PAGE al 12,5% rango de pl 5-8 (A) y 4,7-5,9 (B) de extractos totales de proteinas de
cepas de Pseudomonas sp. B4 poliP(+) y poliP(-) crecidas medio [.B-agar hasta fase estacionaria.
Ejemplo de réplica técnica. Los nimeros indican las proteinas diferencialmente expresadas que fueron
seleccionadas y secuenciadas mediante MS. Detalle en tablas 2, 3 y figuras 9, 10.




Proteinas con niveles aumentados en la cepa de Pseudomonas sp.B4 deficiente de polifosfatos
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FIGURA 9. Proteinas con niveles aumentados en la cepa de Pseudomonas sp.B4 deficiente de polifosfatos (poliP-)A.- Cultivo en medio LB liquido, fase
exponencial. B.- Cultivo en medio LB liquido, fase estacionaria. C.- Cultivo en placa LB-agar, fase estacionaria. Las barras indican cuantificacién digital
de la intensidad de la proteina en la fotografia adjunta. Barra gris y (+) corresponden a cepa poliP+.; Barra negra y (-) corresponden a cepa poliP-. Tincién
CBB G-250. Anexo 1 muestra gréficos de los promedios y SD de las réplicas analizadas.
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Tabla 2

Proteinas con niveles aumentados en la cepa de Pseudomonas sp.B4 deficiente de

GO
(descripeion}

Spot

Praceso Biofégico

Trangporte de
proteinas
{chaperona)

Plagamiento da
protefnas
(chaperona)

Plsgamiento ds
proteinas
{chapsronal

Clclo de Acidos
Tricarboxilicos
{metnbalismo
energético)

Cicle de Acidos
Trcarboxilicos
{mefabolismo
energético)

Ciclo de Acldos
Tricarboxilicos
{meirbaismo
ensigstics)

Sitesis de ATP
acoplada al
transporte de
protones

Cataboliemo de
acidos grasos
(beta oxidacién)

Catabolismo de
acidos grasos
{beta oxidacidn}

1e,l

3st,s

de,l

5 a1

65 8,1l

Tst.s

8st]

gt

Nembre

FactoeTrigger
bacteriano

Factor de
intercamiio de
nuclediida GpE

Chaperona GroEL

Avonitasa

Inocitratg
deshitrogenasa,
RNADP<lependlenta

Succhi-Coa
sitetasa subunidad
betz

ATP sintasa F1,
subunidad delta

Complefo
muttifuncional de
axidaciin de dcidos
grasos
subunidad affax

Enall-CoA hidratasa

alifosfatos

GO: Tenninologia Gene Ontology; Fases de crecimlentc { e:exponsntil; st: estacionaria); Media cultive LB (I; Tiquido; &: s5ldo)

N° Acceso
NCEI

gi: 145575278

gl : 60545582

gi: 146306703

gi: 145573502

gt 146307420

gl: 146307523

gi: 146369523

gt: 146306511

gi: 146307087

Teor.

¢ (kExa} ¢ F1 MW(ID.‘I)-I 3]

4337478

204748

5887502

8421524

82,1/563

416155

191587

7751658

2984567

Exp.

$515,1

24151

5152

95158

#0763

48165

201586

70465

27{63

Mascot
Score

Especie /
Cohertura
Secuencia

Preudomonas 1358
mendocing ymp /
44%

FPraudomonas 267
outida / 29%

Fseudomaonas 674
mendocing ymp !
35%

Psaudomones 75
mendocing ymp/
32%

Fseudomonas 1130
rmandocing ymp f
24%

Pseudomonos 654
mendocing ymp }
3%

Pseudomanas 310
meandocing ymp 1
40%

Pseudlomonas 158
mendocing ymp t
51%

Fseudomonaos B1
mendocing ymp{
54%

36




Tabla 2. Continuacion

Proteinas con njveles sumentados en la cepa de Pseridomenas sp.B4 deficiente de
polifesfatos

GO: Teminclogiay Gene Ordology; Fases de crecimienta { e:expenencial; ot estacionmia), Medio culthvo LB §: 1kjuide; s: 566do)

el Spot Nombre
{descripclén}
Procesc Biologico
Biosintesis de 10st,J Higroximiistol-
dcidos grasos (ACP) deshitkatasa
Biosintesisde 1155 Acetd-CoA
acidos grasos carboxilasa- blotn
carboxil canier
Biosintesis de t2st1 Cistema sintasa A
cisteina
Biosintesis de 138t Asparizic -
aminodcidos semnialdehido
deshkirogenasa
Bicsintesis de 2stl Dihidroxtackio
aminoicides deshidratasa
ramiflcados
Elongacion 15e,1 Faclorde
Traduccional elongacion Tu
Elongagion 165t s Factor de
Traduccional skongaddn Ts
Furncion Mojacular
Unidén & ATP 17 e,! ATPasx AAA-Z
{ATPuasa
nuitifuncional)
Actividad
Oxidommeductasa  {Ge,| Radoxina
{Respuestaa
eslres oxidativo)

N° Acceso
NCEBI

gi: 146308083

ol - 26887207

gi: 14630652

gi: 146307742

gi: 1463082189

git 145306825

gi: 146308073

gi: 45356654

gl: 119850085

Teor.

MYEKDIIEI MWD} PY

188763

16,274.85

3447589

4061533

£6,2/569

4381533

3055522

857532

17,6502

Exp.

15475

20448

IFIBS

40718

60/65

45158

aDf52

80758

17151

Especie /
Cobertura
Sacuencia

Pseudomonos
mendocing ymp [
67%

Fseudomones
putida KT2440 1
20%

Pseirdomanas
mandocing ymp §
32%

Fraudomanas
mendocing ymp
£3%

Preudomonsas
mendocing ymp /
A2%

Preudomonas
mendocing ympl
43%

Psaudomeonas
mendocing ympl
52%

Feaudomonas
mendocing ympJ
40%

Fseudomonas
pulids WE13 1 24%

Mascat

105

415

451

128

114

847

835

Score

24p4

149

37




Proteinas con niveles disminuidos en la cepa de Pseudomonas sp.B4 deficiente de polifosfatos

A B

-+ -
_ R . .
_
| Receplor
s \. waf.iag

FIGURA 10. Proteinas con niveles disminuidos en la cepa de Pseudomonas sp.B4 deficiente de polifosfatos (poliP-) A.- Cultivo en medio LB liquido, fase
exponencial. B.- Cultivo en medio LB liquido, fase estacionaria (proteinas extracelulares, tincién argéntica). C.- Cultivo en placa LB-agar, fase
estacionaria. Las barras indican cuantificacién digital de la intensidad de la proteina en la fotografia adjunta. Barra gris y (+) corresponden a cepa poliP+.;
Barra negra y (-) corresponden a cepa poliP-. Tincién CBB G-250. Anexo 1 muestra gréficos de los promedios y SD de las réplicas analizadas.
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Tabla 3

Proteinas con niveles disminuidos en la cepa de Pseudomonas sp.B4

deficiente de polifosfatos

GO: Terminologiz Gene Ontology; Fasas de crecimiento  e:expanencial; s estacionaria); Medio cutiive LB {I: lfuido:; s: soide)

GO Spot Nombre N° Acceso Teor, Exp. Especie! Mascot
{descripcidn) NCBI MR LD IPE M(kDa) /) Cobertura Score
Secuencia

Proceso Bloldgico

Factor de 19e,1 Fagief de ¢t 146308624 5461452 70150 Psaudornonas 508
terminacion da la franscripeiin NusA mendocing ymp !
transcripeién 16%
Transporte 20sts Sisterma & 1 145306364 3B11527 38453 Pseutgomonas e8z7
umggq-tadorde mendocing ymp/
F&™ tipo ABC 50%
Transporte 215t s Recepiordescluto g 146309574 3,3/1574 3515 Psaugomonas 803
iransporiador mentdocing ymp f
TRAP, familia TAX| 26%
Transporte 22st,]  Proeinadeuniéng ¢ 0146308234 61479 2115 Freudomonas 545
soluto extracelular, menacina ymp f
famiia 3 6%
Transporte 23sts Porina de ¢l - 1458308320 4561603 45452 Peeudomonns 411
mermbirana Infema mendocina ymp i
2%
Transporte 4dsts Transporiador ¢ & 1458307440 ITeiIT04 35175 Feetdaomonas 202
TRAP de mendocing ymp /
dicarboxilido, 0%
subunidzad DetP
Transporte Ssls Preinadeuniona ol 1 146307075 84374568 6015 FPreudomonas 1060
soluto exiracelular, mengacina ymp !
famiad 44%
Transporia 26st.s Prtehadeunléna  gi: 145305330 50,345,712 55753 FPseudomonas 3%
sclulo exracakilar, mgndocing ymp f
{famiia3 163
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Tabla 3. Continuacion

Proteinas con niveles disminuidos en la cepa de Pseudomonas sp.B4

deficiente de polifosfatos

GO; Teminciogia Gene Oniology; Fases de crecimien's { e:exponaencial; 8t: estacionaria), Medio cudtivo LB {I- liquido; s: sélido)

GO Spot Nombre N® Acceso Teor,
(descripeion} NCBI MW (kDa) 1P1
Proceso Biologico

Transporte Zrst.s  Transpordador de gl : TO730568 421667
putrascing ABC

Transperte 23 Recepiordayrigna ¢ - 145305410 3941512
al, siis  ligando exracelular

Metaboilsmoda 29st.s  GlwleuwPheiVal ot - 146307857 3711585

aminoicidos deshidrogenasa
{desaminacidn}
Motilidad flagelar 30t Flagelina ¢ 145307857 4994504
Funcién Molecular
Actividad 31sts Hidrolasa &30 148307513 2781545
hidrolasa dienalaciona

Sin Funcion 32sls Prolelnadefunclon  gi: 145308674 514183
conocida dgsconockia
DUF1329

Sin Funcion 33sis  Proteina de funcion gl : 77457132 64,115,15
conecida dascanngida
DUF1302

Exp.
MWD} Pl

40754

407153

407175

5075

30/53

5048

65149

Especie / Mascot
Cobertura Score

Secuencla

Preudomonas
mendocina ymp
24%

Pseudomonas
mendocing ymp /
50%

Pseudomonas
fAusrescans PIO-1 1
13%

122

585

385

280

41

1200

340
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9 DISCUSION

9.1 Determinacién de las condiciones dptimas de preparacién de las
muestras de proteinas

En la preparacion de las muestras de las proteinas para el analisis con la técnica 2D-
PAGE, e! ultrafiltrado y el lavado de la muestra mediante las membranas de
ultrafiltracion YM-3 permiten la eliminacién de las sales, aminodcidos, nucledtidos y
aziicares menores que 3 kDa de masa molecular. Todos estos componentes impiden
la migracién correcta de las proteinas a lo largo del gel de isoelectroenfoque, ya sea
por la obstruccion del paso de las proteinas (las particulas sin carga) o por aumento
de la corriente durante la corrida de la muestra (particulas cargadas). Esta etal;a es
critica en el enfoque correcto de las proteinas en la primera dimensién, mientras que
la precipitacion de las protefnas no asegura una limpieza optima de la muestra ya que
junto con ellas también precipitan los azilicares y otras impurezas. Es por esto que la
precipitacion de las proteinas s6lo se utilizé para elim.inar el exceso de sales en una
etapa posterior a la de ultrafiltracion. Las proteinas que se pierden en el filtrado no
constituyen una limitante de la técnica, puesto que la concentracién de poliacrilamida
utilizada en la segunda dimensién no permite discriminar proteinas menores de 3
kDa. Ademds, la cuantificacién de las proteinas presentes en el filtrado revela que la

pérdida de proteinas es despreciable (datos no mostrados).
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9.2  Proteomica diferencial en Pseudomonas sp. B4 deficiente de poliP

Como se resume en las tablas 2 y 3, en la cepa poliP(-) se encontraron 18 proteinas
con niveles aumentados y un total de 15 disminuidas en diferentes condiciones de
cultivo y estadios de crecimiento. Los procesos celulares aumentados representados
corresponden al estrés celular {chaperonas moleculares), ¢l metabolismo energético
(ciclo de Krebs y beta oxidacion), la biosintesis de los aminodcidos y 4cidos grasos y
la traducci6én. Por otra parte, los factores disminuidos estdn principalmente
asociados al transporte, la motilidad y la transcripcién.

Estos resultados confirman el papel de los poliPs como una molécula relevante como
reserva de ATP y de respuesta al estrés celular. Por un lado, se evidencia el déficit
energético provocado por la disminucién del polimero en el incremento de los
factores que compensan esa carencia; por otro, su efecto en la expresién de factores
involucrados en procesos vitales como el plegamiento de las proteinas.
Coherentemente con lo anterior, se produce una respuesta compensatoria al déficit

energético mediante la disminucién de procesos que consumen energia.

9.2.1 Proteinas con niveles aumentados en Ia cepa de Pseudomonas sp. B4

deficiente de polifosfatos (poliP(-))

9.2.1.1 Metaholismo energético/Ciclo de Krebs

En los cultivos Hquidos con bajos niveles de poliPs, durante la fase exponencial se
encontraron sobreexpresadas dos proteinas pertenecientes al ciclo de Krebs: la
aconitasa y Ia succinil-CoA sintetasa. La primera cataliza la transformacion

reversible del citrato en isocitrato, mientras que Ia succinil-CoA sintetasa permite la
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formacién de succinato y GTP (Figura 11) [Lehninger y col., 1995]. Ademaés, en los
cultivos en placa, aumentaron los niveles de la ATP sintasa F1, la cual sintetiza ATP
acoplada con un gradiente de protones electroquimico formado durante la cadena
respiratoria [Nakanishi-Matsui y col., 2007].

Las enzimas identificadas, indicarian una respuesta de aumento de Ia produccién de
la energia via sintesis de ATP, GTP y NADH, este iltimo compuesto finalmente
provee de ATP mediante la fosforilacién oxidativa. El aumento del flujo en e] ciclo
de Krebs podria ser una respuesta compensatoria a la disminucién de los poliPs
[Kr8mer y col., 2008] ante ia falta de éste como generador de ATP y GTP mediante

la accion de las proteinas PPKI y PPK2, respectivamente.
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FIGURA. 11. Enzimas del ciclo de Krebs sobreexpresadas en cepa poliP(-) durante la fase exponencial
{elipses).
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9.2.1.2 Metabolismo de los dcidos grases

Durante la fase estacionaria, los cultivos plancténicos deficientes de poliP
presentaron niveles aumentados de dos protefnas dei complejo multifuncional de
oxidacién de los dcidos grasos. Estas proteinas, participan en fa via de oxidacién de
éstos para la generacion de los acetil-CoA que ingresan al ciclo de Krebs. Estas son,
la enoil-CoA hidratasa y la 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa. Dichas enzimas
participan en reacciones sucesivas, la primera de las cuales ingresa una molécula de
agua al doble enlace del trans-enoil-CoA para formar el 3-hidroxiacil-CoA. Mientras
que la segunda produce una deshidrogenacion del hidroxiacil-CoA formado en la
reaccion anterior [Lehninger y col, 1995]. Los sustratos de ambas enzimas se
encuentran relacionados con la biosintesis de polyhidroxialcanoatos (PHA), polimero
de reserva que se sintetiza en condicion de carencia de fosfatos y que cumple una
funcién importante en la supervivencia bacteriana y durante los procesos de estrés.
En este punto, se conecta directamente la via de oxidacion de dcidos grasos con la de
sintesis de PHA [Aldor y Keasling, 2003]. Por su parte, la via de sintesis de PHA se
encuentra aumentada durante la fase anaerdbica en los cultivos de microorganismos
acumuladores de poliP, en la cual se degradan los poliPs mientras se acumula PHA
[Wilmes y col., 2008]. La incapacidad de acumular poliP podria dar paso a una
acumnulacion de PHA como una estrategia metabdlica alternativa. No obstante, la
sobreexpresion de la enoil-CoA hidratasa podria ser s6lo una consecuencia de la
activacion de la beta oxidacion con €l objetivo de generar especies acetil-CoA para la
sintesis de ATP y NADH, como una medida compensatoria ante la escasez

energética.




Por otro lado, en este mismo cultivo aumentan los niveles de Ia proteina
hidroximiristoil-(ACP) deshidratasa (FabZ), que corresponde a la primera
deshidratasa que participa en los ciclos de elongacion durante la sintesis de acidos
grasos que forman la membrana fosfolipidica en bacterias (via de sintesis tipo II)
[Freiberg y col., 2004]. Cabe destacar que el 3-hidroximiristoil-(ACP), sustrato de
esta enzima, estd situado en un punto de bifurcacion de una via que también sintetiza
el lipido A (factor de virulencia) por accior de la proteina Lpx4 {Jeamton y col.,
2008]. Cepas mutantes de jfabZ, que poseen una reduccién de la actividad
deshidratasa, se han reportado como supresores de mutaciones del gen Jpx, hecho
para el cual se ha propuesio que la acumulacién de 3-hidréximiristoil-(ACP)
revertiria la mutacion por accion de masas [Mohan y col., 1994]. Se ha observado
una alteracién estructurai del lipopolisacirido (LPS) en las recombinantes de
Pseudomonas sp. B4 deficientes de poliP [Varela y col., manuscrito en preparacion]
y posiblemente la sobreexpresion de FabZ produciria una disminucion en los niveles
del sustrato de LpxA4, lo que podria dar cuenta de la alteracién descrita en el LPS y la
atenuaci6n de la virulencia en otros casos.

En los cultivos en medio sélido, aumentan los niveles de 1a acetil-CoA-carboxilasa,
que cataliza el primer paso en la biosintesis de los 4cidos grasos. Esta enzima
sintetiza maloni{-CoA a partir de acetil-CoA. No obstante la diferencia de medios de
cultivo, en fase estacionaria ambos cuitivos presentaron aumentada la via de sintesis
de 4cidos grasos precursores de los lipidos de membranas. Un descenso en los
niveles de poliP desencadena la disminucidn de un gran ntimero de transportadores

de membrana, esto generarfa un cambio estructural importante que podria
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compensarse con una renovacion de los lipidos de la membrana, lo cual explicaria el
aumento de los factores que los sintetizan.

El poliP actia como reserva energética y regula los niveles de ATP celular en
combinacién con la fosforilacion oxidativa. Los datos obtenidos por proteémica
diferencial sugieren que el poliP es un componente importante en la regulacion
energética y, especificamente, en la homeostasis del ATP. Cuando los niveles de
poliP son bajos, la célula regula los niveles de ATP aumentando los niveles de los
factores de las vias que lo generan, estas son la B-oxidation, el ciclo del 4cido citrico

y la fosforilaci6n oxidativa (Figura 12).
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FIGURA 12. Modelo propuesto para el ajuste metabélico bacteriano ante niveles bajos de poliP. En
rojo se indican las vias metabdlicas aumentadas.

9.2.1.3 Plegamiento de las proteinas y respuesta al estrés
En la cepa con niveles deficientes de poliPs se encontraron sobreexpresadas cuatro
proteinas involucradas en el plegamiento de las proteinas y la respuesta ante

situaciones de estrés. Durante la fase exponencial de crecimiento y en medio liquido

46




las protefnas sobreexpresadas fueron el factor trigger, GrpE y ClpB; mientras que en
fase estacionaria y medio sélido se sobreexpresé GroEL.

Todas corresponden a proteinas del tipo chaperonas, que impiden las interacciones
intra e intermoleculares inapropiadas mediante la unién a regiones hidrofébicas de
las proteinas no plegadas. Esto favorece el plegamiento y el ensamble correcto entre
éstas; por otro lado, impide la agregacién y constituye una red funcional
aparentemente jerarquizada [Deuerling y Bukau, 2004]. Muchas de las proteinas que
funcionan como chaperonas moleculares fueron descritas como proteinas de estrés
térmico (Hsp). No obstante, no todas corresponden a proteinas de termotolerancia,
son esencialmente de respuesta a estrés (osmético, luminico, oxidativo), promueven
el plegamiento de algunas proteinas e impiden la agregacion de otras [Lee y Tsai,
2005].

Por su parte, el factor trigger es una chaperona bacteriana asociada al ribosoma, la
cual inicia el plegamiento de las proteinas nacientes de manera independiente de
ATP [Merz y col,, 2008]; mientras que GrpE es una cochaperona que funciona como
un intercambiador de nucleStidos que promueve el intercambioc de ADP por ATP y
controla el flujo de los polipéptidos no plegados hacia adentro y afuera del surco de
unién al sustrato del dominio de DnaKk, otra chaperona [Harrison, 2003]. Por otro
lado, CipB corresponde a una proteina de la superfamilia de las ATPasas 444+;y a
diferencia de lIas chaperonas convencionales rescata a las proteinas dafiadas por
estrés desde el estado agregado, ya que promueve el desensamble y desplegamiento
de las proteinas sustrato, proceso en el que se requiere la participacién del sistema
DnaK-GrpE [Lee y Tsai, 2005]. La chaperona GroEL interactiia con las proteinas

recién sintetizadas una vez que son liberadas desde el ribosoma y contribuye también
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en el plegamiento de Ias proteinas recién sintetizadas enr directa interaccion con
DrnakK [Deuerling y Bukau, 2004). El polifosfato ha sido relacionado con las vias de
sefializacion de la respuesta al estrés, puesto que algunos factores esenciales en la
sobrevivencia de largo término en Mycobacterium tuberculosis durante la privacién
de nutrientes actian en conjunto con la PPKI y el poliP en las reacciones de
fosforilacién [Primm y col., 2000; Sureka y col., 2007; Sureka y col., 2008].

La carencia de poliP genera un estado de estrés que la célula enfrenta con el aumento
de estos factores descritos como medida protectora. Esto podria deberse a que la
deficiencia de poliP celular desencadenaria la activacion de las vias de sefializacién
de respuesta al estrés dependientes del poliP [Sureka y col., 2007]; y/o 2 que esta
condicién no permitiria ¢l plegamiento correcto de las proteinas, posiblemente por
una falta de sustrato energético (ATP).

Durante la fase exponencial de crecimiento, se sobreexpresa una peroxirredoxina,
enzima que reduce peréxidos (H202 y ROOH) a agua o los alcoholes respectivos.
Actila como un sistema conjunto con NADH-oxidasa y utiliza NADH como donante
de electrones (sistema NADH oxidasa-Prx), lo que evita el dafio ante el estrés
oxidativo en las bacterias. El sistema estd ampliamente distribuido en las bacterias
que crecen acrébicamente en carencia de una cadena respiratoria o catalasa; y
ademsds de proteger del dafio oxidativo es un sistema efectivo de regeneracién de
NAD con el fin de mantener el balance oxidativo y reductor [Niimura, 2007].
Ademis, en la cepa poliP(-) se encuentra aumentado el nivel de la protefna isocitrato
deshidrogenasa NADP-dependiente, que sintetiza NADPH, molécula que provee un
ambiente reductor esencial para Ia actividad celular normal. Esta enzima se encuentra

aumentada en bacterias de] género Pseudomonas sometidas a estrés oxidativo [Singh
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y col.,2007]. Por otro lado, una fuente importante de estrés oxidativo corresponde al
NADH, principalmente producido en las reacciones del ciclo de los #cidos
tricarboxilicos [Jezek y Hlavata, 2005}, via que se encuenira aumentada como
consecuencia de la disminucién de los poliPs.

Tanto el sistema NADH oxidasa-Prx como la isocitrato deshidrogenasa NADP-
dependiente funcionan acoplados a las reacciones del ciclo de Krebs y a la cadena
respiratoria, que generan estrés oxidativo [Nishiyama y col., 2001; Seib y col., 2006].
Adicionalmente, se encnentra reportado que un desbalance en la relacion
NADH/NADPH promueve disfunciones celulares importantes [Singh y col., 2007].
Como ya se discutid, es posible que el déficit de poliP como sustrato energético
active la produccion de ATP desde el ciclo de Krebs, siendo necesaria Ia
sobreexpresion de factores que eviten el dafic producido por las especies reactivas de
oxigeno generadas. Por su parte, un desbalance en la relacion NADH/NADPH podria
ser la responsable de las alteraciones miltiples reportadas ante la disminucién de Ios

niveles de poliPs.

9.2.1.4 Biosintesis de los aminodcidos

Tres proteinas pertenecientes a las vias de biosintesis de los aminoécidos aumentan
sus niveles en los cultivos plancténicos durante la fase estacionaria: la cisteina
sintasa A, la aspartato-semialdehido deshidrogenasa y la dihidroxiacido deshidratasa.
La primera de ellas, CysK, cataliza la reaccién del sulfuro con la o-acetilserina para
dar cisteina. Ademés de esta funcion, es un regulador negativo global involucrado en
¢l metabolismo del azufre. Mutantes de cysK en Bacillus subtilis son revertidas

fenotipicamente al crecer en presencia de metionina, puesto que a partir de ella puede
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sintetizar cistefna via homocisteina [Albanesi y col., 2005] [Hullo y col., 2007]. Por
otro lado, mutantes de cysK en P. putida KT2440 no sobreviven al estrés por fiio
[Revay col., 2006].

La segunda proteina, oxida el aspartil-fosfato a aspartato semiatdehido, componente
de la via comiin de sintesis de lisina, treonina, glicina y metionina a partir del
aspartato. Dicha via, ademds sintetiza el 4cido diaminopimélico, componente integral
de la pared celular bacteriana y se ha demostrado que las cepas mutantes para el gen
que la codifica son letales [Fondi y col., 20071 {Blanco y col., 2003].

La dltima de estas tres proteinas, es codificada por el gen ilvD y se encuenira
involucrada en la via de sintesis de isoleucina, valina y leucina. En B. subtilis esta via
se encuentra regulada por el operdén ilv-leu segin la disponibilidad de lencina. Este
disminuye su expresién ante la presencia de casaminodcidos y es regulado por el
represor CodY, factor activo ante altos niveles de GTP. Este regulador manticne
reprimidos varios genes de fase estacionaria temprana, alguno de los cuales se
activan durante la respuesta a la escasez de nutrientes de la fase estacionaria o ante la
deplecién de GTP, como es el caso de ilvD [Mider y col., 2003]. La escasez de
poliP, sustrato de la PPK2 para la sintesis de GTP, podria disminuir los niveles de
este tltimo puesto que la reaccién se favorecerfa en el sentido contrario, y se
sintetizaria poliP a expensas del GTP. Los bajos niveles de GTP podria semejar a un
estado energético disminuido lo cual desencadenaria la desrepresién del factor
transcripcional homoélogo GnR de Pseudomonas [Kazakov y col., 2009]. Lo anterior
podria explicar el aumento en los niveles de la dihidroxidcido deshidratasa y una

posible activaci6n de 1a via de sintesis de los aminoécidos ramificados.
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La mayoria de los aminodcidos son sintetizados a partir de los intermediarios
provenientes de rutas involucradas en el metabolismo energético come la glucdlisis y
el ciclo de Krebs [Lehninger y col.,, 1995]. En total, durante la fase estacionaria y
ante niveles deficientes de poliP se encontraron aumentados factores involucrados en
las rutas de biosintesis que involucran a oche aminoéicidos en las diferentes
condiciones de cultivo. Como ya vimos, algunas enzimas del ciclo del 4cido citrico
se encuentran sobreexpresadas posiblemente como una estrategia de compensacién
ante la reduccion del nivel de poliP, lo cual podria disminuir los sustratos necesarios
para la sintesis de aminodcidos; por otro lado, la gran disminucion de los
transportadores de membrana ante los bajos niveles de poliP impediria el ingreso de
nutrientes y/o precursores de aminoécidos, lo cual derivaria en una situacién de

deprivacion metabdlica que activaria los factores ya mencionados.

9.2.1.5 Factores fraduccionales

En las cepas poliP(-) se encontraron anmentados factores de elongacién de la
traduccitn, durante la fase exponencial el factor de elongacién Tu (EF-Tu) y en Ia
fase estacionaria el factor de elongacién Ts (EF-Ts). El EF-Tu es una proteina de
union a GTP y a aminoacil-tRNA en un complejo ternario que se une al sitio A del
ribosoma durante la traduccion de las proteinas {Mukhopadhyay y col.,1997]. El EF-
Ts realiza el intercambio de nucleétidos mediante la union al complejo GDP-EF-Tu
para dar GTP-EF-Tu [Dahl y col., 2006]. El aumento de estos factores de elongacién
ha sido descrito como un mecanismo de defensa ante situaciones de estrés en
condiciones dcidas en E. coli y a la presencia de cobalto en P. fluorescens. Ademds,

se han descrito una fimcién en ¢l plegamiento de las proteinas para EF-Tu (de
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manera similar a las chaperonas) y de resistencia a la agregacion ante estrés para el
EF-Ts [Sharma y col., 2006] [Han y col., 2007] [Huang y col., 2007]. Como se
discuti6é en el caso de la sobreexpresion de las chaperonas, el déficit de poliPs
mantendria un estado de estrés en donde el plegamiento de proteinas estaria alterado,
las vias de sefializacion de respuesta al estrés dependientes del poliP activadas y se
sobreexpresarian los factores involucrados en dicho proceso como una manera de

revertirlo.
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9.2.2 Protefnas con niveles disminuidos en ia cepa de Pseudomonas sp. B4

deficiente de polifosfatos (poliP(-))

9.2.2.1 Proteinas transportadoras

El descenso en los niveles de poliPs en Pseudomonas sp. B4 produce una
disminucién de la expresion de algunas proteinas involucradas en procesos de
transporte de diversas moléculas. De un total de 15 proteinas seleccionadas en esta
condicion, 10 se relacionaron con dicha funcién, independiente de la fase de
crecimiento y del medio utilizado. Estas son las responsables del transporte de
diversos solutos tales como Fe**, aziicares, péptidos, poliaminas, amino4cidos por
medio de transportadores tipo ABC; dicarboxilatos tales come el malato y el
succinato por transportador tipo TRAP; y aminoacidos con carga positiva por el
transportador AdotJ. Por ultimo, también se encontré disminuida la proteina de
membrana externa OprE (porina) involucrada en unién a fibronectina y virulencia
{Jaouen y col.,, 2006]. La PPKT se encuentra asociada a la membrana posiblemente
con la funcién de abastecer de energia a los procesos de transporte active que alli
ocurren. Ante el déficit energético producto de los bajos niveles de poliPs, la
disminucién de la sintesis de los transportadores de membrana podria ser una

estrategia de ahorro ante esta condicion.

9.2.2,2 Motilidad
Extractos de las proteinas extracelulares y totales de los cultivos deficientes de poliP
evidencian una disminucion dréstica de los niveles de Ia protefna flagelina (F1iC), lo

cual es consistente con el hecho de que esa cepa posee una motilidad reducida; no
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obstante, posee la ultraestructura flagelar intacta al microscopio electrénico, en
concordancia con lo previamente descrito para mutantes de ppkl [Candon y col,,
2007; Fraley y col., 2007; Chéve|z y col., 2009]. Esta situacion podria deberse a
modificaciones post-traducionales distintas que ubicarian a la proteina en otra
coordenada del gel bidimensional, evento que a simple vista no ocurre en un rango
amplio de punto isoeléctrico (i.e., 3-10). En este aspecto se evidencia una
contradiccién, puesto que una ausencia de flagelina debiese provocar, en teoria, una
ausencia de flagelo. Otras explicaciones podria ser que una vez sintetizada Ia
estructura flagelar, la cepa poliP(-) dejaria de producir la flagelina como medida de
ahorro y ésta no se encontraria disponible en el medio; la motilidad se veria
disminuida por la falta de un abastecimiento energético y/o un posible mal
plegamiento de las proteinas que componen el flagelo dada Ia condicidn de estrés.
Por otro lado, el déficit de poliP podria influir en la fosforilacién de proteinas claves
en el funcionamiento del aparato flagelar y producir un flagelo visiblemente intacto

pero inactivo.

9.2.2.3 Otras proteinas y proteinas de funcién desconocida

Niveles bajos de los poliPs provocan una disminucién de los niveles de la regi6n de
dimerizacion de la Gluw/Leu/Phe/Val deshidrogenasa en medio sdlido durante la fase
estacionaria. Esta deshidrogenasa cataliza la reaccion de desaminacién oxidativa
reversible durante la degradacién de los aminoédcidos. La disminucion en la
expresion de los transportadores ante la baja de los niveles de poliP podria impedir el
ingreso de algunos sustratos al interior de la célula. El descenso en las tasas de

degradacion vy el aumento de las vias de sintesis de los aminodcidos ya descritas
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asegurarian un abastecimiento de dichos sustratos que no estarian disponibles y
corresponde a la estrategia a Ja que recurriria la bacteria como parte de la respuesta
global a la carencia de poliP.

Los cultivos en medio s6lido con niveles bajos de poliP disminuyen los niveles de un
factor llamado dienolactona hidrolasa, que se encuenfra involucrado en el
metabolismo aerobio de la degradacion de los compuestos aromaéticos,
especificamente la via de los clorocatecoles [Camara y col., 2008]. Este descenso en
la expresién de la proteina podria deberse a una disminucién de los factores
pertenecientes a las vias de degradacién como estrategia de ahorro energético;
también podria deberse a que el sustrato no estaria ingresando a la célula como
producto de la disminucién de su transportador respectivo, y no se lograria la
induccién de la via de degradacion.

En sustrato so6lido, la cepa poliP(+) presenta sobreexpresadas dos proteinas de
funcién desconocida anotadas como DUF1329 y DUF1302. Mediante la herramienta
psi-BLAST de la base de datos del NCBI. La primera de ellas no arrojé resultados
para ninguna proteina conocida. La segunda de ellas entreg un score de 1082 (e-
value 0.0) para una lipoproteina putativa de P. fluorescens Pf-5, de la cual no se

encontrd informacién relevante.
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10 CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

i- Mediante el desarrollo de este seminario de Titulo se determind un
protocolo exitoso de extraccién de las proteinas (extractos totales y proteinas
exiracelulares) desde la bacteria Pseudomonas sp. B4 para ser analizadas por 2D-
PAGE basado en la ultrafiltracion y lavado de la muestra mediante membranas de 3
kDa y posterior precipitacién con métodos comerciales y convencionales.

i.- La carencia de poliPs produce la sobreexpresion de factores que indican un
déficit energético a nivel celular, lo que afectaria los procesos bioldgicos tales como
1a sintesis de proteinas, la motilidad y el transporte. Ante esta condicién, la bacteria
sobreexpresa enzimas de las vias metabdlicas que permiten mantener el suministro
energético alternativo al poliP, tales como el ciclo de Krebs y la beta oxidacién. En
los procesos que consumen gran cantidad de energia como la motilidad y el
transporte se ven disminuidas las proteinas que participan en ellos, posiblemente
como una medida de ahorro de energfa.
fii.- Por otro lado, dichas alteraciones podrian deberse a una falla en la
fosforilacién como producto del déficit de poliP, lo que desregularia 1a seiializacién
celular. La disminucién de los transportadores a nivel de la membrana plasmética

produciria un cambio estructural evidenciado por el aumento de la sintesis de lipidos
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de membrana que podria relacionarse con la pérdida de la virulencia en las cepas
mutantes para la polifosfato quinasa.

iv- Estudios a futuro debiesen enfocarse en los cambios estructurales que se
producen 2 nivel del LPS y el flagelo a partir del déficit de poliP y determinar su
efecto en los procesos de virulencia en cepas patégenas del género Pseudomonas.
Por otro lado es necesario determinar el efecto que dicha condicidn tiene sobre los
niveles de ATP, GTP, NADH/NADPH vy los niveles de Pi extracelular de manera
cuantitativa.

V- Las proyecciones de este estudio debiesen apuntar a determinar de manera
exacta las alteraciones metab6licas que se producen ante la carencia de poliP y hacia
la biisqueda de las condiciones o los compuestos que tengan un efecto similar para
ser utilizados como atenuantes de la virulencia o con efectos antimicrobianos
alternativos a los existentes. Una vez conocidos los actores moleculares
involucrados, el modelamiento matemédtico de las vias metabélicas relacionadas con
los poliPs se vislumbra como una herramienta poderosa en la prediccion del
comportamiento fisiolégico de un organismo, todo esto complementado con estudios

de microarreglos de ADN.
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ANEXO 1
Detalle estadistico para cada proteina identificada

‘Spot | % volumen® SD-% vol % volumen® | SD% vol Tasa de cam}:io
poliP(+) - poliP($) poliP(-) poliP(:) promedio
12 0,45 0,03 0,91 0,26 2,04
2° 0,03 0,00 0,38 0,19 11,97
3" 0,67 0,04 1,37 0,43 2,02
4° 0,19 0,06 0,47 0,15 2,42
5? 0,04 0,00 0,19 0,02 434
6 0,08 0,05 0,26 0,07 3,43
7 0,04 0,01 0,17 0,05 4,65
g 0,01 0,00 0,17 0,02 23,43
9 0,06 0,00 0,18 0,06 3,03
10° 0,06 0,00 0,13 0,03 2,31
11° 0,00 0,00 0,20 0,01 *
12° 0,04 0,02 0,33 0,12 9,17
13° 0,03 0,01 0,28 0,18 11,31
14* 0,10 0,02 0,23 0,01 2,26
15° 0,09 0,01 0,51 0,22 5,57
16° 0,62 0,08 0,88 0,11 1,42
17° 0,22 0,01 0,40 0,01 1,85
i8® 0,04 0,00 0,21 0,12 5,69
19° 0,12 0,09 0,00 0,00 *
20° 0,22 0,14 0,03 0,01 -7,57
21° 1,03 0,08 0,51 0,22 -2,01
22° 0,67 0,26 0,04 0,00 -15,62
23° 0,73 0,11 0,44 06,09 -1,67
24° 0,22 0,12 0,03 0,01 7,57
25° 0,37 0,20 0,10 0,00 -3,49
26° 0,25 0,02 0,05 0,02 -4.69
27° 0,66 0,38 0,07 0,05 -9.88
28° 0,79 0,27 0,44 0,00 -1,79
29° 0,91 0,12 0,55 0,07 -1,66
30° 3,54 1,03 0,00 0,00 *
31° 0,15 0,03 0,04 0,00 -3,48
32° 0,36 0,10 0,14 0,02 -2,50
33" 0,39 0,02 0,13 0,05 -2,99

a.- valores para dos réplicas biol6gicas y una réplica técnica.

b.- valores para tres réplicas bioldgicas y dos réplicas técnicas.

c.- intensidad (%) de la mancha seleccionada en relacion al total de manchas presentes en el gel.

d.- tasa de cambio de la proteina en la cepa poliP(-) en relacién con la cepa poliP(+), los valores positivos
indican nimero de veces de aumento del nivel, valores negativos indican disminucién (* tasa de cambio
infinita).
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Tasa de cambio

Tasa de cambio del nivel de cada proteina en cepa poliP(-)
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ANEXO 2

Este trabajo fue presentado en la seccién paneles de la XXXI Reunién Anual de la
Sociedad de Bioquimica y Biologia Molecular de Chile
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