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RESUMEN

P

Las biopeliculas”son ecosistemas microbianos” organizados conformados por
miiltiples clases de microorganismos envueltos en una matriz extracelular sobre una
superficie viva o inerte. Estas estructuras poseen gran importancia en los 4mbitos de la
e : o cL . :
ecologia, la biomineria, la biorremediacién 'y la medicina. Debido a su importancia en el
proceso de biolixiviacion, ya que permite un contacto estrecho entre IICroorganismo y
sustrato, nuestro laboratorio se ha enfocado en caracterizar los mecanismos moleculares

. . . .
de formacion de biopeliculas en bacterias biominera pertenecientes al género

Acidithiobacillus. /

La formacién de biopeliculas es un proceso muy complejo que se encuentra
regulado a multiples niveles. En numerosas bacterias Gram-negativas, los procesos de
adhesi6n a superficies y formacién de biopeliculas se encuentran bajo la regulacion del
segundo mensajero diguanilato ciclico (c-di-GMP). Este es sintetizado a partir de GTP
por proteinas con actividad diguanilato ciclasas (DGCs) y degradado por proteinas
fosfodiesterasas (PDEs). Mediante seis clases de receptores de naturaleza proteica y un
dominio receptor conservado en la regi6n 5° no codificante en algunos mRNA
(“riboswitch™) se regulan procesos como motilidad, secrecién de factores de adhesién a

superficies, formaci6n de biopeliculas, respuesta a estrés ambiental y virulencia.

Debido a la importancia del c-di-GMP en la regulacién del proceso de formacién
de biopeliculas, se decidié determinar si la bacteria biominera Acidithiobacillus

thiooxidans poseia una via del ¢-di-GMP funcional, tal como habia sido descrito para

vi




Acidithiobacillus ferrooxidans, una bacteria meséfila oxidante de i6n ferroso y
compuestos de azufre, y Acidithiobacillus caldus, una bacteria terméfila moderada
oxidante de compuestos de azufre. At. thiooxidans, como ofros miembros del género
Acidithiobacillus, es una y-proteobacteria, acidofila y quimiolitoautotréfica que oxida
azufre elemental y compuestos reducidos de azufre. Comparte el mismo ambiente que
At. ferrooxidans, sin embargo At. thiooxidans es incapaz de oxidar hierro o pirita, pero
es capaz de resistir pH més extremos que At. ferrooxidans. Se sabe que At. thiooxidans
es capaz de formar biopeliculas sobre la superficie de los minerales, pero los

mecanismos moleculares que controlan este fenotipo siguen siendo desconocidos.

El andlisis bioinformdtico de la secuencia genémica de la cepa tipo ATCC 19377
de At. thiooxidans revelé la presencia de 25 posibles genes que codificarfan para
proteinas con dominios relacionados con el metabolismo del c-di-GMP y ademés diez
putativos genes codificando proteinas efectoras capaces de unir c-di-GMP. Dentro de
estas se encuentran PelD y CelA, que formarfan parte de complejos multiproteicos de

membrana que sintetizan exopolisacaridos de tipo Pel o celulosa, respectivamente.

Al comparar la secuencia aminoacidica de los dominios identificados con
dominios funcionales, se determiné que la mayoria poseen los aminoécidos clave para su

funcion.

Mediante experimentos de RT-PCR, se demostré que la mayoria de los genes
estudiados en la cepa DSM 9463 se expresan bajo las condiciones de crecimiento

utilizadas. Por otro lado, al analizar por espectrometria de masas los extractos
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enriquecidos en nucleétidos a partir de células de At. thicoxidans crecidas en diferentes
sustratos energéticos, se detectd la presencia de ¢-di-GMP, lo cual permite concluir que
esta especie de Acidithiobacillus también es capaz de producir este segundo mensajero.
Finalmente, al realizar ensayos de complementacién heteréloga en cepas mutantes de
Salmonella enterica serovar Typhimurium se demostré que los genes Athidl 08189,
Athidl_08219, AthiAl 08224 y AthiAl_15675 restauran el fenotipo rugoso de la cepa
mutante en una diguanilato ciclasa (DGC), indicando por ende que éstos codifican

DGCs funcionales,

Este conjunto de resultados permite concluir que la bacteria biominera

Acidithiobacillus thiooxidans tiene una via del ¢c-di-GMP funcional y que podria estar
~

involucrada en la regulacion de la formacién de biopeliculas mediante la sintesis de

exopolisacéridos de tipo Pel, de tipo celulosa, o ambos.
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ABSTRACT

Biofilms are organized microbial ecosystems made up of muitiple classes of
microorganisms involved in extracellular matrix on a living or inert surface. These
structures have great importance in the fields of ecology, bio-mining, bioremediation
and medicine. Because of its importance in the process of bioleaching, allowing close
contact between microorganism and substrate, our laboratory has focused on
characterizing the molecular mechanisms of biofilm formation in biomining bacteria

belonging to the genus Acidithiobacillus.

Biofilm formation is a complex process that is regulated at multiple levels. In
many Gram-negative bacterias, the processes of adhesion to surfaces and biofilm
formation are under the regulation of second messenger ¢-di-GMP. This is synthesized
from GTP by proteins with diguanylate cyclases activity (DGCS) and degraded by
phosphodiesterases proteins (PDEs). Through six classes of proteinaceous receptors and
a conserved domain in 5 untranslated region in some mRNAs (“riboswitch™) regulate
processes such as motility, secretion of factors of adhesion to surfaces, biofilm

formation, response to environmental stress and virulence.

Due of the importance of ¢-di-GMP in biofilm formation, it was decided to
determine if the booming bacteria Acidithiobacillus thiooxidans possessed a functional
c-di-GMP pathway, as had been described for Acidithiobacillus ferrooxidans, an iron
and sulfur compounds oxidizing bacteria, and Acidithiobacillus caldus, a moderate

thermophilic, sulfur compounds oxidizing bacteria. At. thiooxidans, like other members
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from Acidithiobacillus genus, is an acidophilic and chemolithoauthotrophic v-
proteobacteria oxidizing elemental sulfur or reduced sulfur compounds. It share the
same environment that At. ferrooxidans, however, At. thiooxidans is not capable to
oxidize iron or pirite, but is capable resist more extreme pH than At. ferrooxidans. Is
known that At. thiooxidans is capable to form biofilms in mineral surfaces, but the

molecular mechanisms that control this phenotype are stifl unknown.

Bioinformatic analysis of the genomic sequence of the type strain ATCC 19377 of
At. thiooxidans revealed the presence of 25 potential genes that encode for proteins with
functions related to metabolism plus ten putative genes encoding proteins involved in

signaling of c-di-GMP, within which are PelD and CelA.

By comparing the amino acid sequence of the domains identified with functional
domains, we found that most possessed the key amino acids for its function. This

suggests the existence of a functional pathway in this organism.

By RT-PCR experiments showed that most studied of strain DSM 9463 are
expressed under the growth conditions used. Furthermore, the analysis by mass
spectrometry of nucleotide enriched extracts from cells of At. thiooxidans grown on
different enmergy substrates detected the presence of c¢-di-GMP, which allows the
conclusion that this species of Acidithiobacillus is also capable of producing this second
messenger. Finally, by heterologous complementation assays in mutant strains of
Salmonella  enterica serovar Typhimurium demostrated that Athidl 08189,

Athidl_08219, AthiAl_08224 and AthiAdl 15675 genes restore the rough phenotype of




the mutant strain in a diguanylate cyclase (DGC), thus indicating that these genes

éncode functional DGCs.

These results allow conclude that the biomining bacteria Acidithiobacillus
thiooxidans has a functional c-di-GMP pathway that could be involved in regulation of
biofilm formation through the exopolysaccharide synthesis, either Pel type or cellulose

type, or both.




INTRODUCCION

1.1. Biopeliculas.

Las biopeliculas son ecosistemas microbianos organizados con caracteristicas
funcionales y estructuras complejas (Costerton y col,, 1995). Las biopeliculas se
componen de una o varias clases de microorganismos que se adhieren sobre una
superficie viva o inerte, formando una comunidad (Davey y O’Toole, 2000). Las
biopeliculas son extremadamente importantes desde un punto de vista ecolégico
(Costerton y col., 1995), industrial (Olivera-Nappa y col., 2010; Saha y Donofrio, 2012)
y médico, debido, para este tiltimo campo, a su participacién en las infecciones

persistentes y resistencia a los antibi6ticos (Sauer y col., 2007).

Los microorganismos inmersos dentro de las biopeliculas difieren de sus
contrapartes plancténicos tanto a nivel morfolégico como fisiolégico (Watnick y Kolter,
2000). Los estudios de formacién de biopeliculas en bacterias han definido las diferentes
etapas, las cuales son i) el movimiento de las células hacia el sustrato, ii) la interaccién
inicial inespecifica entre la bacteria y el sustrato, iii) la colonizacion secundaria a través -
de interacciones especificas célula-sustrato y célula-célula, iv) la formacién de
microcolonias y maduracion de la biopelicula y v) la secreci6n de sustancias poliméricas
extracelulares (EPS) a modo de matriz protectora (Davey y O’Toole, 2000). Estas EPS
se componen principalmente de exopolisacdridos, aunque también se encuentran

protefnas, lipidos y 4cidos nucleicos (Fleming y Wingender, 2010). La naturaleza de




estas EPS depende de los microorganismos participantes, fos sustratos y las condiciones

ambientales (Branda y col, 2005).

Dado que el proceso de formacién y desarrollo de biopeliculas es extremadamente
complejo, necesita ser regulado a diferentes niveles. Dentro de los mecanismos
moleculares que regulan el proceso de formacién de biopeliculas en diferentes bacterias
se encuentran la via del “Quorum Sensing” (QS) (Thoendel y Horswill, 2010; Galloway
y col., 2011) y la via del segundo mensajero diguanilato ciclico (c-di-GMP) (D'Argenio

y Miller, 2004; Simm y col., 2004).

1.2. Via del c-di-GMP.

El segundo mensajero nucleotidico diguanilato ciclico (c-di-GMP) fue descubierto
inicialmente como un activador alostérico de la proteina celulosa sintasa de la bacteria
Gluconacetobacter xylinus (Weinhouse y col., 1997). A Io largo de los afios se ha visto
que este segundo mensajero se encuentra presente en diversos linajes de bacterias
(Ryjenkov y col., 2005; Jenal y Malone, 2006; Tamayo y col., 2007). El impacto global
que posee este segundo mensajero en la fisiologia bacieriana recién ha comenzado a
descifrarse mediante técnicas bioinforméticas y experimentales (Jonas y col., 2009). Los
niveles intracelulares de c-di-GMP (Tabla 1) son regulados por la actividad de dos
grupos de proteinas con actividades opuestas: diguanilato ciclasas (DGCs) y

fosfodiesterasas (PDEs) (Kirillina y col., 2004; Rémling y col., 2005).




Tabla 1. Concentracion intracelular de ¢-di-GMP en algunas bacterias.

Bacteria [e-di-GMP] (pmol/mg célula) Referencia
Escherichia coli 0,2-0,6 Spangler y col., 2010
Pseudomonas aeruginosa 3-10,1 Barraud y col., 2009
Burkholderia pseudomailei 5 Lee ycol., 2010a
Acidithiobacillus ferrooxidans 8-81* Ruiz y col., 2012
Shewanella oneidensis 20 Thormann y col., 2006

* El valor de concentracién intracelular de c-di-GMP expresado en ng/(mg protefna) de Ruiz y col, (2012) se
normalizé para tener unidades comparables entre especies.

1.2.1. Actores del metabolisme del ¢-di-GMP: DGCs y PDEs.

Los andlisis bioinformdticos del creciente miimero de genomas bacterianos
disponibles han revelado que los genes codificantes para proteinas diguanilato ciclasas
(DGCs) y fosfodiesterasas (PDEs) se encuentran presentes en diversos linajes de
bacterias (Galperin y col., 2001; Galperin, 2004; Galperin y col., 2010) (Anexo 1, Tabla
Al, pagina 67). Existen algunas bacterias que carecen de esta via de sefializacién como
Staphylococcus aureus (Shang y col., 2009) y Helicobacter pylori (Jenal y Malone,
2006). El niimero de genes que codifican proteinas relacionadas con el metabolismo del
¢c-di-GMP varia segiin la especie: por ejemplo, Mycobacterium smegmatis posee un sdlo
gen que codifica una protefna con actividad DGC/PDE (Kumar y Chatterji, 2008),
mientras que Vibrio vulnificus codifica en su genoma alrededor de cien proteinas

putativas involucradas con el metabolismo del c-di-GMP (Galperin y col., 2010).

1.2.1.1. Diguanilate Ciclasas.

Las DGCs sintetizan ¢c-di-GMP a partir de dos moléculas de GTP, con liberacion

de 2 moléculas de pirofosfato, mediante un dominio proteico de aproximadamente 180




aminoécidos denominado GGDEF, que posee en su secuencia el motivo altamente
conservado GGDEF (Gly-Gly-Asp-Glu-Phe), el cual es fundamental para la actividad
catalitica (Ausmees y col., 2001). La estructura cristalogréfica de las DGCs funcionales
ha permitido la identificacion de los aminoécidos claves en la unién de sustrato y
catalisis (Figura 1) (Chan y col., 2004; Wassmann y col., 2007). Debido a que el
dominio GGDEF sélo puede unir una molécula de GTP, coordinado con dos iones Mg*?,
las DGCs son funcionales como dimeros (Wassmann y col., 2007), aunque existen
DGCs que funcionan como trimeros o tetrameros (Chan y col., 2004; Ryjenkov y col.,

2005).

Figura 1. Aminoécidos clave involucrados en la actividad DGC del dominio GGDEF de la proteina PleD
(Caulobacter crescentus). Se muestra el sitio activo de cada dominio en conjunto con c-di-GMP, en la
misma orientacién que tendrian las moléculas de GTP. La numeracién de los aminoécidos corresponde a
la secuencia primaria de PleD. Imagen tomada de Chan y col., 2004.

La mayoria de las DGCs funcionales presentan dos sitios de unién a c-di-GMP
denominado sitios de inhibicion primario (Ip) y secundario (Is). Algunas DGCs

funcionales sélo poseen uno de estos sitios de regulacion alostérica. El sitio regulador Ip




incluye un motivo RxxD (Arg-x-x-Glu) el cual, al unir ¢-di-GMP, inhibe la actividad
DGC en forma no-competitiva, evitando un agotamiento de GTP (Chan y col., 2004;

Christen y col., 2006).

1.2.1.2, Fosfodiesterasas.

La degradacion de c-di-GMP es llevada a cabo por dos grupos de enzimas con
actividad PDE cuya actividad depende de dominios que presentan en sus secuencias
primarias los motivos EAL (Glu-Ala-Leu) (Rémling y col., 2005) o HD-GYP [(His-

Asp)-(Gly-Tyr-Pro)] (Dow y col., 2006).

Las PDEs con dominio EAL degradan el ¢-di-GMP a pGpG, el cual se degrada
posteriormente a GMP (Schmidt y col., 2005). Al igual que en el dominio GGDEF ,seha
determinado los aminodcidos clave para la unién del sustrato y la catélisis mediante
cristalografia y mutagénesis sitio-dirigida (Figura 2) (Rao y col., 2008; Tchigvintsev y
col., 2010). La actividad PDE del dominio EAL es dependiente de la unién de Mg™ o
Mn*? al sitio activo y se reprime en la presencia de Ca*? o Zn*? (Bobrov y col., 2005;

Tamayo y col., 2005; Tchigvintsev y col., 2010).




Figura 2. Aminoécidos claves involucrados en la actividad del dominio EAL de la proteina Tbd1265
(Thiobacillus denitrificans). Se muestra el sitio activo del dominio EAL en conjunto con el c-di-GMP. Las
esferas magenta representan iones Mg, mientras que las esferas azules son moléculas de agua. La

numeracién de aminodcidos corresponde a la secuencia primaria de Tbd1265. Los ntimeros magenta
denotan a los aminoacidos mas conservados en dominios EAL activos segin Tchigvintsev y col., 2010.

.'- - 8

El dominio HD-GYP fue predicho como posible PDE especifica para c-di-GMP
mediante anélisis bioinformaticos (Galperin y col., 2001). La actividlad PDE fue
determinada en experimentos con Xanthomonas campestris (Ryan y col., 2006). Las
PDEs con dominio HD-GYP, a diferencia de las PDEs con dominio EAL, degradan el c-
di-GMP directamente hasta GMP (Dow y col., 2006; Ryan y col., 2006; Ryan y col.,
2009). Aunque existen escasos datos sobre PDEs del tipo HD-GYP, recientemente se ha
determinado la estructura de un dominio HD-GYP no convencional (Bd1817 de
Bdellovibrio bacteriovorus HD100) que conserva algunos de los aminoécidos claves que

se encuentran en los dominios activos (Lovering y col., 2011).




1.2.1.3. Regulacién de la actividad DGC o PDE.

La regulacién de la actividad de las proteinas DGC o PDE se da a nivel de i)la
expresion génica, ya sea a nivel de la transcripcién o la traduccion (Jonas y col., 2009),
i) la compartimentalizacién de las proteinas (Duerig y col., 2009) o iii) la actividad
catalitica por la accion de dominios sensores y reguladores (Romling y col., 2005;
Rémling y Amikam, 2006; Barraund y col., 2009; Hengge, 2009; Roémling y Simm,
20089). Por otro lado, los andlisis bioinforméticos revelan que las proteinas con dominios
GGDEF, EAL o HD-GYP suelen estar asociados a diversos dominios sensores y
reguladores, entre los que destacan el dominio PAS, que sensa los niveles de O, o el
potencial redox (Chang y col., 2001), el dominio GAF, que une nucledtidos
monociclicos (Hurley, 2003) y el dominio regulador REC (Aldridge y col., 2003;

Hickman y col., 2005).

1.2.1.4. Transduccién de seiiales y efectos fisiolégicos.

La concentracién intracelular de c¢-di-GMP regula diversos fenotipos en las
bacterias. Entre los fenotipos que se encuentran regulados por los niveles intracelulares
de este segundo mensajero se encuentran procesos como la motilidad (Ryjenkov y col.,
2006; Wolfe y Visick, 2008), la adhesién a superficies (Thormann y col., 2006; Claret y
col., 2007), la secrecion de EPS (Ross y col., 1987; Weinhouse y col.,, 1997; Merighi y
col., 2007), Ia formacién de biopeliculas (D'Argenio y Miller, 2004; Simm y col., 2004;
Thormann y col., 2006; Nakhamchick y col., 2008), la agregacion celular (Romling y

col., 2000), la produccién de factores de virulencia en patégenos de plantas o animales




(Kulasakara y col., 2006; Ryan y col., 2007; Tamayo y col., 2007; McCarthy y col.,
2008; Tamayo y col., 2008; Lai y col., 2009), el desarrollo y la diferenciacién celular en
Caulobacter crescentus (Duerig y col., 2009) o Streptomyces coelicolor (Tran y col.,
2011), 1a supervivencia durante el ciclo biolégico en Borrelia burgdorferi (Kostick y
col.,, 2011; Sultan y col., 2011), el metabolismo secundario en Streptomyces coelicolor
(Tran y col., 2011) yIa resistencia a condiciones de estrés en Mycobacterium smegmatis

(Kumar y Chatterji, 2008) o Pseudomonas aeruginosa (Klebensberger y col., 2008).

La sefializacién mediante ¢-di-GMP se caracteriza por la multiplicidad de
proteinas involucradas en su metabolismo (Hengge, 2009) asi como la diversidad en la
naturaleza, funcién y motivos de union a c-di-GMP de los receptores (Ryan y col., 2012)
(Figura 3). Entre los receptores de c-di-GMP identificados hasta el momento se
encuentran proteinas con dominio PilZ (Amikam y Galperin, 2006; Benach y col.,, 2007;
Pratt y col.,, 2007; Ramelot y col., 2007), 1a proteinas de membrana pelD (Friedman y
Kolter, 2004) y LapD (Newell y col., 2009), los reguladores transcripcionales FleQ
(Hickman y Harwood, 2008), VpsT (Krasteva y col., 2010) y Clp (Tao y col., 2010;
Chin y col., 2010) y dos estructuras ribonucleicas denominadas riboswitches GEMM
(Sudarsan y col., 2008; Kulshina y col., 2009; Smith y col., 2009). En Ia actualidad se
siguen descubriendo nuevos tipos de receptores (Sondermann y col., 2012). Los
receptores difieren tanto en la naturaleza como en el motivo de unién a c-di-GMP. El c-
di-GMP puede ejercer su funcién a nivel de la transcripcién (Hickman y Harwood,
2008; Chin y col., 2010; Krasteva y col., 2010), la traduccién (Sudarsan y col., 2008), Ia

actividad (Merighi y col., 2007), la secrecién (Monds y col., 2007) o la estabilidad de la




Arquitectura Ejemplo Organismo Referencia
Metabolismo
HmsT Yersinia pestis Jones y col., 1999
WspR Pseudomonas aeruginosa De y col., 2009
PleD Caulobacter crescentus Chan y col., 2004
AdrA Salmonella typhimurium Romling y col., 2000
DR_1633 Deinococcus radiodurans Zhulin y col., 2003
BvgR Bordetella pertussis Merkel y col., 1998
RocR Pseudomonas aeruginosa Rao y col., 2008
VieA Vibrio cholerae Tamayo y col., 2005
Birpl Klebsiella pneumoniae Barends y col., 2009
RpfG Xanthomonas campesiris Ryan y col., 2006
TMI1467 Thermotoga maritima Galperin y col., 1999
PdeA Caulobacter crescentus Christen y col., 2005
MSDGC1 Mycobacterium smegmatis ~ Kumar y Chatterji, 2008
DGCI Gluconacetobacter xylinus Tal y col., 1998
PDEA1 Gluconacetobacter xylinus Koal in% gogmikam.
s110267 Synechocystis sp. Rom) i“%g%’*m*k‘"“’
Sealizacion
Pa4608 Pseudomonas aeruginosa Ramelot y col., 2007
YcgR Escherichia coli Paul y col., 2010
acsAll Gluconacetobacter xylinus Saxcna ifglggown I,
MrkH Klebsiella pneumoniae Wilksch y col., 2011
LapD Pseudomonas flourescens Newell y col., 2009
PelD Pseudomonas aeruginosa Lee y col., 2007
FleQ) Pseudomonas aeruginosa Hickmag g‘ol;arwood,
VpsT Vibrio cholerae Krasteva y col., 2010
Clp Xanthomonas campestris Tao y col., 2010
GEMM Vibrio cholerae (clase 1) Sudarsan y col., 2008

Clostridium difficile (clase 1I)

Lee y col., 2010b

Figura 3. Diversidad estructural existente en algunos de los componentes que participan en el
metabolismo y via de sefializacién del c-di-GMP en diversas bacterias. Los dominios DGC y PDE pueden
encontrarse acoplados a dominios integros de membrana, dominios sensibles a gases, potencial redox o
luz, dominios aceptores de fosfato o dominios de unién a DNA. Las moléculas receptoras de c-di-GMP
incluyen dominios DGC y PDE degenerados, dominios acoplados a enzimas, diferentes clases de factores
de transcripcion y estructuras ribonucleicas ubicadas en las regiones no traducidas de algunos RNA
mensajeros. Los dominios no estédn dibujados a escala.




proteina (Duerig y col., 2009). A pesar de la investigacién exhaustiva, muchos de los
detalles de esta via de sefializacién son desconocidos, principalmente a nivel de las
seflales que afectan la actividad DGC y PDE o como se transducen los niveles
intracelulares de ¢c-di-GMP a cambios fisiolégicos, debido a que el niimero de receptores
identificados no es suficiente para cubrir todos los fenotipos que son regulados por c-di-
GMP. Los analisis bioinforméticos para identificar posibles receptores codificados en
los genomas han Hlegado a un punto muerto, debido a que no existen motivos comunes
de uni6n (Diivel y col., 2012). En una aproximacién para identificar otras proteinas que
interaccionarian con el c-di-GMP, Diivel y col. (2012) utilizaron una columna de
afinidad con un andlogo de ¢-di-GMP unido a la matriz. El anélisis de extractos crudos
de Pseudomonas aeruginosa, se identificaron protefnas con dominio PilZ, proteinas con
dominios GGDEF y EAL degenerados, asi como proteinas anteriormente no
identificadas que participan en los procesos de metabolismo energético, biosintesis,

factores de transcripeién y proteinas hipotéticas.

1.2.1.4.1. Dominio PilZ,

El dominio PilZ fue identificado inicialmente en el extremo C-terminal de la
celulosa sintasa de Gluconacetobacter xylinus, por lo que se propuso como siiio de
unién a ¢-di-GMP, ya que se sabia que la adicién de c-di-GMP favorecia la sintesis de
celulosa (Ross y col., 1985). Esta hipétesis fue comprobada posteriormente mediante
analisis bioinforméticos y técnicas experimentales (Amikam y Galperin, 2006; Ramelot

y col, 2007). La unién a c-di-GMP es posible gracias a los motivos RxxxR y
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(D/N)xSxxG presentes en el extremo N-terminal del dominio (Benach y col., 2007;

Schirmer y Jenal, 2009).

Los dominios PilZ ejercen su funcién a nivel de la regulacién de la actividad
enzimatica (Weinhouse y col., 1997), la interaccién con complejos proteicos (Ryjenkov
y col.,, 2006; Merighi y col., 2007; Paul y col., 2010) o alteracién de la actividad
transcripcional (Wilksch y col., 2011). Proteinas con dominio PilZ regulan procesos
como la motilidad (Ryjenkov y col., 2006; Paul y col., 2010), la biosintesis de alginato
(Merighi y col., 2007), celulosa (Weinhouse y col., 1997) o fimbrias (Wilksch y col.,
2011}, la virulencia (McCarthy y col., 2008) y la formacién de biopeliculas (Pratt y col.,

2007).

1.2.1.4.2. PelD

PelD es una proteina regulatoria de membrana, pertencciente al operdn pel
presente en P. aeruginosa, cuya funcién se encuentra relacionada con la regulacién
positiva de la sintesis de exopolisacéridos pel (Friedman y Kolter, 2004). Presenta un
motivo de unién RxxD, similar al sitio Ip presente en proteinas GGDEEF, por lo cual se
ha sugerido que ¢l dominio de unién a c¢-di-GMP de PelD es un dominio GGDEF

inactivo (Lee y col., 2007).
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1.2.1.4.3. LapD

LapD es una proteina de membrana interna que participa en la adhesién celular y
formacién de biopeliculas al mantener a la adhesina LapA en la superficie. Posee un
dominio periplasméitico, un dominio regulador negativo denominado HAMP, un
dominio GGDEF y un dominio EAL (Newell y col., 2009). Los dominios GGDEF y
EAL se encuentran degenerados. Al unir c-di-GMP a través del dominio EAL, el
dominio HAMP cambia su conformacién y permite la activacién del dominio
periplasmdtico. El dominio periplasmatico activado se une e inactiva a la proteasa
periplasmética LapG, evitando el clivaje de LapA y asegurando la unién a la superficie

(Newell y col., 2011).

1.2.1.4.4. FleQ

FleQ, descubierto también en P. aeruginosa, es el primer caso descrito de un
regulador transcripcional cuya funcién se encontraba regulada por los niveles de
c-di-GMP (Hickman y Harwood, 2008). FleQ reprime la expresion de los genes
relacionados a la sintesis de exopolisacaridos e induce la expresion de los genes
relacionados con motilidad. Al unir c-di-GMP, mediante ¢l dominio AAA, FleQ pierde
afinidad por las zonas promotoras, lo cual reprime la motilidad e induce la sintesis de los

EPS.
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1.2.1.4.5. Clp

Secuencias homélogas de Clp han sido descubiertas en los genomas de las
bacterias patégenas Xanthomonas campestris, Xanthomonas oryzae, Xanthomonas
axonopodis, Xylella fastidiosa y Stenotrophomonas maltophilia. Clp es un regulador
transcripcional de la familia CRP/FNR que posee identidad de secuencia y similitud
estructural con la proteina de unién a AMP ciclico CRP, pero posee afinidad para
c-di-GMP con una K4 de 0,16 uM y 0,22 pM en X, campestris 'y S. maltophilia,
respectivamente (Tao y col., 2010). Uno de los amino4cidos clave para la interaccién de
Clp con ¢-di-GMP es un 4cido glutdmico (E99 en Clp) presente en el dominio de unién a
mensajeros nucledtidicos ciclicos, el cual en CRP es una serina (S83) (Tao y col., 2010).
A diferencia de otros reguladores tipo-CRP, Clp se encuentra unido a secuencias
promotoras cuando no une un ligando. La uni6n del c-di-GMP a Clp regula en forma
negativé procesos relacionados a la virulencia, como sintesis de exopolisacéridos,
produccién de celulasas extracelulares y sintesis de la poligalacturonato liasa en el caso
de X. campestris (Tao y col., 2010; Chin y col., 2010) y X. axonopodis (Leduc y

Roberts, 2009).

1.2.1.4.6. VpsT

La proteina VpsT descubierta en Vibrio cholerae, aunque existen homologos en
otros miembros del mismo género, es un regulador transcripcional que regula en forma
positiva la expresion de los genes involucrados con la sintesis de los exopolisacaridos

vps y reprime la motilidad. Pertencce a la misma clase de reguladores maestros a la que
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pertenece el regulador de formacién de biopeliculas CsgD de E. coli y Salmonella. A
diferencia de CsgD, VpsT es capaz de unir c-di-GMP (Kqde 3,2 pM) mediante el motivo
WIF/L/M][T/S]R. Al unir c-di-GMP, VpsT dimeriza por accién de un dominio REC
degenerado y permite la interaccién con las secuencias blanco en el DNA mediante un
dominio HTH (Krasteva y col., 2010). La expresi6n de VpsT es reprimida a altos niveles
celulares por accién del regulador de Quorum Sensing HapR, que regula en forma
negativa los procesos de virulencia y formacién de biopeliculas (Waters y col., 2008;

Srivastava y col., 2011),

1.2.1.4.7. Receptores del tipo estructura nucleotidica

El riboswitch GEMM es un dominio estructural ribonucleico, el cual se encuentra
en la regién 5” no codificante de ciertos RNAs mensajeros, que regula en forma positiva
o negativa la expresion post-transcripcional en respuesta a los niveles intracelulares de
c-di-GMP, ya sea por cambios en su estructura tridimensional, estabilidad o
procesamiento (Sudarsan y col., 2008; Kulshina y col., 2009; Lee y col.,, 2010b). Se
compone de dos esfructuras: una regién de unién a ligando o aptamero y una region
efectora o plataforma de expresion (Roth y Breaker, 2009). En la actualidad se han
descubierto dos clases de riboswitches, denominados riboswitches de clase I y clase I,
los cuales poseen diferencias estructurales y distintas afinidades por c-di-GMP. Los
riboswitches clase I poseen una K4 de 10 pM (Smith y col., 2009), mientras que los
riboswitches de clase II poseen una K4 cuyo valor varia entre 200 PM y 2 oM (Smith y

col., 2011).
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1.3. Bielixiviacién y Biopeliculas.

La biolixiviacién se define como el proceso natural de lixiviacién o solubilizacién
de minerales insolubles basado en el metabolismo energético de algunos
microorganismos que obtienen la energia necesaria para realizar sus funciones vitales a

H
partir de la oxidacién de compuestos azufrados y/o ferrosos presentes en | los

concentrados mineros. Este proceso es aplicado en la mineria para la obtencién de
minerales valiosos como cobre u oro en depésitos de baja ley (Rawlings y col., 2003;
Rawlings, 2005). Esta descrito que los procesos de adhesion al sustrato mineral oxidable
y la formaci6n de biopeliculas son procesos claves para la proliferacion microbiana yla
disolucién del mineral (Gehrke y col., 1998). La razén de la importancia de la formacii()n
de biopeliculas en biolixiviacién se debe a que el mecanismo de interaccién entre
sustrato oxidable y microorganismo es principalmente indirecto (Schippers y Sand,
1999; Sand y col., 2001): la interfase entre EPS y mineral es el sitio principal donde
ocurre la disolucién de los sulfuros insolubles a compuestos reducidos de azufre e %;ién
ferroso (Rawlings, 2004; Aftica y col., 2012), con la subsecuente liberacién de metalles.
Esto se debe a que la matriz de EPS secuestra el ién férrico producido por
microorganismos hierro-oxidantes, aumentando su concentracién local y favoreciend(;) el

ataque quimico de este ién sobre el mineral (Sand y Gehrke, 2006). Q

A pesar de la gran diversidad de bacterias y arqueas que participan en el procéso
(Goebel y Stackebrandt, 1994), los estudios de formacién de biopeliculas en

microorganismos biomineros se han centrado en la bacteria oxidante de hierro y azufre
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Acidithiobacillus ferrooxidans (Gehrke y col., 1998; Gehrke y col., 2001; Sand y

Gehrke, 2006; Affrica y col., 2012), y en menor grado en bacterias hierro-oxidantes del

X

genero Leptospirillum (Moreno-Paz y col., 2010; Afiica y col., 2012). '

Dado que se conoce més sobre el genoma y fisiologia de At. ferrooxidans que de

cualquier otra bacteria biominera, se pudieron describir algunos de los mecanis%nos

moleculares que regulan la formacion de biopeliculas en esta bacteria (Farah y c‘:ol.,

2005; Rivas y col,, 2007; Ruiz y col., 2007; Ruiz y col., 2012). Posteriormentei, se
describié la existencia de una via del c-di-GMP funcional en 4. ferrooxidans y eil la
bacteria oxidante de azufre relacionada Acidithiobacillus caldus (Ruiz y col., 2?07;
Castro y col., 2009; Ruiz y col., 2012). A pesar de pertenecer al mismo género, posJeen
grandes diferencias entre si respecto al nimero de genes que codifican proteinas
relacionadas al metabolismo y sefializacién del c-di-GMP. El genoma | de
At. ferrooxidans ATCC 23270 codifica 5 proteinas con posible actividad DGC y/o I?DE
y 2 proteinas con dominio de unién a c-di-GMP PilZ (Ruiz y col., 2007; Ruiz y éol.,

2012), mientras que el genoma de Ar. caldus ATCC 51756 codifica 18 proteinas con

probable actividad DGC y/o PDE y 8 proteinas con dominio PilZ (Castro y col., 2009).

Dado a la existencia de una via QS funcional en At. ferrooxidans (Farah y c'bl.,
2005; Rivas y col., 2007) y de una via del ¢-di-GMP funcional en Ar. jérrooxidanjs y
At. caldus, nuestro laboratorio decidio expandir la busqueda de mecanismos moleculares

que controlan la formacién de biopeliculas en otra bacteria relacionada y miembro del

consorcio de biolixiviacién: Acidithiobacillus thiooxidans. At. thiooxidans es una ¥-
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proteobacteria Gram-negativa, acidéfila (pH 0,5-5,5) y quimiolitoautétrofica que obtiene
su energia metabolica a través de la oxidacion de azufre elemental, compuestos
reducidos de azufre, como tiosulfato o tetrationato (Kelly y Wood, 2000) y algunos
sulfuros metélicos como covelita (CuS), galena (PbS) y esfalerita (Zn8S) (Pistorio y col.,
1994; Schippers y Sand, 1999). A diferencia de otros miembros del género
Acidithiobacillus, existe un nimero mucho més limitado de trabajos disponibles con
respecto a At. thiooxidans. Los trabajos se encuentran enfocados en el metabolismo
(Ramirez y col., 2009), la lixiviacién de minerales (Xia y col., 2010), la capacidad de
disolucion de cationes metalicos en suelos contaminados (Wang y col., 2007), estudios
en biocomunidades (Urbieta y col., 2012) y finalmente anélisis bioquimicos de enzimas
relacionadas al metabolismo de compuestos reducidos de azufre (Nakamura y col.,

2001).

Con respecto a la formacién de biopeliculas, los estudios indican que esta bacteria,
al igual que otros miembros del género Acidithiobacillus, es capaz de formar
biopeliculas sobre la superficie del mineral (Gehrke y col., 1998; Barreto y col., 2005;
Harneit y col., 2006; Valdes y col., 2011). A pesar de la capacidad de formar estas
biopeliculas, los mecanismos moleculares que regulan este proceso siguen siendo

desconocidos en esta bacteria.

A diferencia de At. ferrooxidans y At. caldus, no existen estudios sobre la via del
c-di-GMP en At. thiooxidans, por lo que en este trabajo se propone determinar la

existencia de una via del c-di-GMP funcional en esta bacteria biominera. Durante el
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desarrollo de esta tesis, basado en la secuenciacién de 164 contigs, se determiné la
secuencia total del genoma de At. thicoxidans ATCC 19377 (Valdes y col., 2011). El
analisis genémico indicé la presencia de genes que codificarian proteinas relacionadas a
la sintesis de exopolisacdridos y la formacién de biopeliculas, asi como la existencia de
genes que codifican proteinas relacionadas al metabolismo del c-di-GMP. Previo al
desarrollo de esta tesis, los analisis bioinforméticos preliminares a secuencias genbémicas
parciales de At. thiooxidans ATCC 19377 encontraron los primeros genes que
codificarian proteinas involucradas en el metabolismo del ¢-di-GMP v la transduccion
de sefiales de este mensajero (Castro y col., 2009; Diaz, 2010). Estos putativos genes
codificarfan para 4 protefnas con dominio GGDEF, una proteina con dominio EAL, 7
proteinas con dominios GGDEF/EAL y 7 proteinas con dominio PilZ de unién a c-di-

GMP.

Los analisis iniciales de la expresitn transcripcional mediante RT-PCR y PCR en
tiempo real mostraron que algunos de los genes presentaron diferencias en la
transcripeién que eran dependientes del sustrato energético y del periodo de incubacién.
El nivel de transcrito del gen Athidl_08179 (denominado como 83-31 en Diaz, 2010),
que codifica una putativa proteina con actividad PDE, resulté ser aproximadamente 2
veces mayor en células crecidas en tiosulfato que en azufte elemental. A medida que las
células pasaban de fase exponencial a fase estacionaria, se observé una disminucién del
nimero de transcrito de los transcritos codificantes por un valor de aproximadamente 10

vecees.
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La metodologia de trabajo incluy6 un analisis bioinformético m4s completo para
encontrar y analizar todos los posibles genes que codificarian componentes de la via
metabolica y de sefializacién de este segundo mensajero, experimentos de RT-PCR para
comprobar que existe expresién transcripcional de los putativos ORFs, exiraccién de
fracciones enriquecidas en nucledtidos a partir de células de At. thicoxidans para
identificar c-di-GMP y ensayos de complementacién heterdloga en cepas mutantes de
Salmonella enterica serovar Typhimurium con genes clonados a partir del genoma de
At. thiooxidans mediante un anélisis fenotipico de morfologfa de colonia y cambios en la

secrecion del EPS.
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1.4. Hipétesis General

Los previos antecedentes en base a los anélisis bioinformaticos y de expresion
transcripcional indicarfan que Acidithiobacillus thiooxidans posee una via del c-di-GMP
funcional. Las diguanilato ciclasas identificadasen el genoma de esta bacteria deberian

producir c-di-GMP, el cual regularia el proceso de formacién de biopeliculas.

1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo General

Estudiar la funcionalidad de los componentes moleculares que participan en la
sintesis y degradacién del segundo mensajero c-di-GMP en Acidithiobacillus

thiooxidans DSM 9463.

1.5.2. Objetivos especificos

1.5.2.1. Predecir la fimcionalidad mediante andlisis bioinforméaticos de los putativos

dominios involucrados en el metabolismo y sefializacién del c-di-GMP,

1.5.2.2. Determinar la expresion transcripcional de los putativos genes en células de

At. thicoxidans mediante experimentos de RT-PCR.

1.5.2.3. Medir los niveles de ¢-di-GMP a partir de extractos nucleotidicos en células de

At. thiooxidans crecidos en azufre elemental, tiosulfato o tetrationato.
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1.5.2.4. Determinar la funcionalidad de los putativos genes mediante ensayos de
complementacién heterdloga en cepas mutantes de Salmonella enterica serovar

Typhimurium.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Cepas y condiciones de cultivo

La descripcion de las cepas se observa con mas detalle en la tabla Al (Anexo 1,
pagina 67). La cepa DSM 9463 de Acidithiobacillus thiooxidans fue crecido, en medio
DSMZ-71 con tiosulfato o tetrationato como fuente energética (KH,PO; 3 g/,
MgSO4*7ILO 0,5 g/l, NH4)2804 3 g/, CaCL*2H,0 0,25 gfl, NayS,03*5H,0 5 g/l o
K2840¢6 5 g/l, pH 4,4-4,7) (Ramirez y col., 2004) o en medio 9K modificado con azufre
elemental como fuente energética ((NHs)SO; 0,1 g/, MgSO*7H,0 04 g/,
K,HPO4*3H,0 0,04 g/l, S° en perlas 50 g/l, pH 2,5 ajustado con 1,80, concentrado)
(Amaro y col., 1991) a una temperatura de 30°C con agitacién lateral. La concentracion
inicial de células utilizada para todos los cultivos fue de aproximadamente 107
células/ml. El crecimiento se monitoreé mediante el uso de una cémara de conteo

Petroff-Hausser.

Las cepas de Escherichia coli IM109 y LMG194 y Salmonella Typhymurium
UMRI (Romling y col., 1998), AdrA1f (Rémling y col., 2000) y MAE282 (Kader y col.,
2006) fueron crecidas rutinariamente a 37°C en medio LB (Triptona 10 g/l, Extracto de
levadura 5 g/l, NaCl 10 g/l, pH 7,0). Para medio sélido, se afiadié 1,5% de agar. La
concentracién de los antibiéticos utilizados fue: Ampicilina (100 pg/ml), Kanamicina

(30 pug/ml) y Cloranfenicol (20 pg/ml).
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2.2. Anilisis Bioinform:tico

Las secuencias de los fragmentos de genoma de la cepa tipo ATCC 19377 fueron
proveidas por el Centro de Bioinformatica y Biologia del Genoma, Universidad Andrés
Bello. Los genes candidatos fueron predichos utilizando el algoritmo BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Los resultados positivos obtenidos fueron
visualizados mediante el  programa de anotacion Artemis
(http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis/). Los dominios presentes en las secuencias
de las proteinas candidatas fueron identificados mediante NCBI Conserved Domain
Search, Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/) y Prosite (http:/prosite.expasy.org/). La
identificacion de dominios transmembrana fue realizada con TMHMM Server v. 2.0
(www.cbs.dtu.dk/servicessTMHMMY/). Los alineamientos entre los dominios
identificados fueron realizados mediante el programa de alineamiento ClustalW
(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Las figuras de los alineamientos fueron
realizadas mediante Espript 2.2 (http://espript.ibep.fi/ESPript/ESPript/). Las estructuras
secundarias de pleD, Bd1817, Tbd-1265 y Pa4068 fueron obtenidos del Protein Data

Bank (PDB).

2.3. RT-PCR

Para determinar si los putativos genes se expresaban se procedié a un experimento
de RT-PCR. Para la extraccién del RNA total se cosecharon células en fase exponencial
media, La extraccién de RNA se realizé mediante un protocolo modificado de

extraccién con Trizol® (Invitrogen), en base al protocolo de extraccién con fenol
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caliente (Ruiz y col., 2007; Castro y col., 2009; Ruiz, 2010). E1 RNA obtenido se ratd
mediante digestion con DNasa I (Roche®) previo a la sintesis de ¢cDNA. El cDNA se
sintetiz6 con 800 ng de RNA purificado y 200 ng de hexameros aleatorios como
partidores en agua libre de nucleasas. Para la reaccién de RT-PCR se utilizé como
templado 100 ng de DNA genémico de A4t. thiooxidans o 1 pl de cada solucién 1/20 de
cDNA sintetizado a partir d¢ RNA purificado en un volumen final de reaccién de 25 pl
al cual se le aftadi6 ANTPs 80 uM cada uno, DMSO 5% v/v, partidores 0,5 pM de cada
uno (Tabla A2; Anexo 2, pdgina 68), solucién amortiguadora de reaccién con
(NH4):804 Fermentas®, MgCl, 2,5 mM y 0,5 U de Taq DNA polimerasa recombinante
Fermentas®. El programa de la reaccién fue el siguiente: 3 min a 95 °C, seguido por 38
ciclos de 30 s a 95 °C, 30 s 2 60 °C, 30 s a 72 °C y una extensi6n final de 3 min a 72 °C.

Los productos de PCR se verificaron en geles de agarosa al 1,5% p/v.

2.4. Construccién de plamidios

Previo al disefio de los partidores, todos los genes candidatos fueron analizados
para determinar los sitios de restriccién presentes en sus secuencias mediante el
programa NEBcutter V2.0 (htip://tools.neb.com/NEBcutter2/). Los diferentes genes
codificantes para DGCs o PDEs fueron clonados a partir de DNA gendmico mediante
PCR usando el sistema High Fidelity PCR Enzime Mix (Fermentas®). La reaccion se
realiz6 en un volumen final de 50 pl al cual se le afiadié DMSO 5% v/v, dNTPs 0,2 mM
c/u, solucién amortiguadora de reaccién, MgCly 1,5 mM, partidores 0,6 pM c/u (Tabla
A2; Anexo 2, pagina 68), DNA genomico 100 ng. El programa de reaccion utilizado fue

de 3 min a 94 °C seguido de 25-35 ciclos de 30 s 2 94 °C, 30 s a 60-65°C, 1 min/kb a
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72°C, seguido por una extensién final de 10 min a 72 °C. Los productos de PCR fueron
corridos en geles de agarosa 0,5-1% p/v, segln el tamafio del fragmento a amplificar y
posteriormente purificados a partir del gel mediante el kit Wizard (Promega®). Las
purificaciones fueron cuantificadas y ligadas en el vector de amplificacién pGEM-T
Easy (Promega®). La amplificacion se realiz6 en E. coli JIM109. A los clones
seleccionados se les realiz6 una extraccién de DNA plasmidial mediante una miniprep
con el kit de extraccién Wizard® Plus SV (Promega®). Los plasmidios extraidos fueron
cuantificados, dializados en una membrana de nitrocelulosa en contra de agua nanopura
y sometidos a una doble digestién para liberar el fragmento. Los fragmentos digeridos
fueron purificados a partir de geles de agarosa 0,5% p/v y ligados mediante T4 DNA
ligasa al vector de expresion pBAD24 digerido con la misma combinacién de enzimas.
La amplificacién de las construcciones pBAD24 se realizé en E. coli IM109. La
identidad de las distintas construcciones fue verificada mediante secuenciacién

(MACROGEN®).

2.5. PCR de colonia

Para determinar en primera instancia la presencia de los fragmenios insertos, se
procedi6 a realizar PCR de colonia. Como fuente de DNA blanco, un fragmento de
colonia de E. coli IM109 transformada con pGEM-T Easy o pBAD24 fue resuspendido
en un volumen de 100 pl de agua nanopura estéril. En un volumen de reaccion de 25 pl
se afiadié6 DMSO 5%, amortiguador de reaccién 1X, MgCl, 2,5 mM, dNTPs 80 uM c/u,
0,6 uM de cada partidor (secuencias en Tabla A2), 2 pl de suspension bacteriana y 0,5 U

de Tag DNA polimerasa. El programa de reaccién fue de 5 min a 95°C, seguido de 35
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ciclos de 30 s a 95 °C, 30 s a 55°C, 1 min/kb a 72°C, seguido por una extensién final de

I15mina72°C.

2.6. Analisis funcional de DGCs y PDEs

Para determinar la funcionalidad de los genes codificantes para DGCs o PDEs se
procedi6 a realizar un andlisis fenotipico en S. Typhimurium (Garcia y col., 2004). Este
ensayo estd basado en un cambio en la produccién de EPS, los que en Salmonella
corresponden principalmente a celulosa y fimbrias. Una produccién alta de estos EPS
genera un fenotipo de colonia denominado rdar (rough, dry and red) que puede
visualizarse con la adicién de Rojo Congo o Calcofluor al medio (Garcia y col., 2004).
Las construcciones pBAD24 seleccionadas mediante PCR de colonia y secuenciacion
fueron introducidas mediante electroporacién en las cepas mutantes AdrAlf (AdrA)) y
MAE282 (YciR) de S. Typhimurium y posteriormente seleccionadas mediante
resistencia a antibiéticos. El ensayo fenotipico realizado consistié de 3 pl de cultivo de
noche diluido a una misma densidad éptica para todas las muestras depositados en el
centro de una placa de medio LB sin NaCl con Rojo Congo (40 pg/ml) y Azul de
Coomassie (10 pg/ml) (Kader y col., 2006) o con Calcoftuor (25 pg/ml) (Garcia y col.,
2004) suplementada con Arabinosa (0,2% p/V) y Ampicilina (100 pg/ml). La ampicilina
se omiti6 en el caso de las cepas sin transformar. Para las cepas derivadas de AdrAlf, el
medio se suplementé adicionalmente con Kanamicina (30 pg/ml), mientras que para el
caso de las cepas MAE282, el medio fue suplementado con Cloranfenicol (20 ug/ml).

Las placas fueron incubadas a 30°C en la oscuridad.
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2.7. Deteccion y cuantificacion de e-di-GMP

La deteccion de c-di-GMP en At. thiooxidans se realizé a partir de células crecidas
en azufre elemental, tiosulfato o tetrationato como fuente energética. En el caso del
azufre elemental, se utilizaron células plancténicas y adheridas. Las células fueron
recolectadas en fase exponencial tardia por centrifugacién a partir de un litro de cultivo.
Las células recolectadas se lavaron dos veces con una solucién diluida de H,SO; (pH
1,5), seguido por dos lavados con agua nanopura, centrifugando a 7500 g por tres
minutos cada vez. Luego se determind la masa hiimeda del sedimento celular. Las
células fueron resuspendidas en 700 pl de agua nanopura con 1mg/ml de lisozima y se
incubaron en hielo durante 10 minutos. Las células se centrifugaron a 4°C y finalmente
se resuspendieron en 700 pul de tampén de sonicacion Tris 30 mM pH 8,5 (HC) (Ruiz,
2010; Ruiz y col., 2012). La ruptura celular se realizé mediante diez ciclos de sonicacién
en hielo durante 40 segundos. Los extractos fueron centrifugados durante 30 minutos a
16000 g a 4°C para eliminar los restos celulares. Una muestra del lisado se apart6 para
determinar la concentracién de proteinas mediante el método de Bradford. Al lisado
celular se afiadié 350 p! de HCIO, 1,2 M (0,4 M concentracién final) y posteriormente
se neutralizo a pH 6,0 con K>CO; 1,6 M (Antoniani y col., 2010). Los sobrenadantes
fueron centrifugados a 16000 g a 4°C durante 10 minutos y posteriormente filtrados. Los
extractos fueron congelados en nitrogeno liquido y secados mediante liofilizacién. El
liofilizado fue mezclado con solucién amortiguadora de KH,PO, (pH 6,0) e inyectado a
un sistema de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) acoplado a

espectrometria de masas (MS) con polaridad positiva (Scripps Center for Metabolomics
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and Mass Spectrometry, La Jolla, San Diego, California, E.E.UU.). La especie
molecular m/z 691 equivalente a ion molecular del c-di-GMP fue sometida a un analisis

MS/MS para detectar las especies m/z 135 y m/z 152 (Spangler y col., 2010).

La extraccion de c-di-GMP desde células adheridas en perlas de azufre se realiz6
en base a como estd descrito en Ruiz y col., 2012. Brevemente, las perlas de azufre
fueron lavadas tres veces con medio de cultivo 9K para eliminar ias células plancténicas.
Las perlas se incubaron en medio 9K con Triton X-100 0,05% a temperatura ambiente y
se agité mediante vortex para liberar las células adheridas. Las células se recuperaron

por centrifugacion y se sometieron al tratamiento descrito anteriormente,
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RESULTADOS

3.1. Identificacién de putatives genes involucradas en la via del c-di-GMP en
At. thiooxidans. '

Una bisqueda de genes que codificaran putativas proteinas DGC o PDE realizada
mediante andlisis bioinformdticos de las secuencias genémicas parciales de
At. thiooxidans ATCC 19377 permiti6 identificar 25 genes candidatos (Tabla 2), los
cuales codificarfan nueve proteinas con dominio GGDEF solo, tres proteinas con
dominio EAL solo, doce proteinas con ambos dominios GGDEF y EAL, y una proteina
con dominic HD-GYP. Una busqueda de dominios proteicos involucrados a la
transduccién de sefiales identificé dominios sensores PAS y GAF, dominios reguladores
de tipo REC, dominios de tipo globina que unirian grupos hemo, dominios integros de
membrana del tipp MASEl (Nikolskaya y col, 2003), asi como segmentos
transmembrana (TM) (Tabla 2). En algunos genes no fue posible encontrar dominios
sensores, lo cual no significa que no tengan actividad regulada. Ademss de los genes
involucrados en el metabolismo del c-di-GMP, también fueron identificados nueve
genes que codificarian proteinas transductoras con el dominio PilZ de unién a c-di-GMP
(Tabla 3). De los nueve gemes, cinco codificarian protefnas que participan en el
ensamble del pili, dos genes codificarian protefnas hipotéticas, un gen codificarfa un
putativo YcgR, que regularia la motilidad y un gen codificaria para una protefna que
seria la subunidad catalitica del complejo celulosa sintasa. También se identificé un gen

que codificarfa una proteina homologa a PelD.
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Tabla 2. Identificacién de genes que codifican putativas DGCs y PDEs en el genoma de At. thiooxidans
ATCC 19377. Se destacan en negrita los nuevos ORFs putativos identicados durante el dasarrollo de esta

tesis.

Dominio Gen Arquitectura
Athidl 03313 PAS-GGDEF
AthiAl_05539 PAS-PAS-GGDEF
Athidl 07707 GGDEF

GGDEF | Athi4i_ 08189 HDOD-REC-GGDEF
Athidl 08219 GGDEF
Athidl 08224 GGDEF
AthiAl_09870 TM-GGDEF
Athidl_13201 GAF-PAS-GGDEF
Athidl 15675 TM-GAF-GGDEF
Athidl 08184 EAL-HDOD

EAL Athidl 09875 EAL
Athidl 12974 EAL
Athidl 00152 GGDEF-EAL
Athidl 00157 MASEI-GAF-GAF-GGDEF-FAL
AthiAl 01972 | TM-Per-TM-GAF-PAS-GGDEF-EAL
Athidl 01982 GAF-GGDEF-EAL
Athidl 04113 GAF-GGDEF-EAL
GGDEF/EAL | AthiAl 06856 GGDEF-EAL

Athidl 07018 GLOBINA-GAF-GGDEF-EAL
Athidl 08179 TM-TM-GGDEF-EAL
Athidl 10484 GLOBINA-GGDEF-EAL
Athidl 12969 GAF-GGDEF-EAL
AthiAl 14219 GAF-GGDEF-EAL
Athidl 14626 GGDEF-EAL

HD-GYP | AthiAl 13196 REC-(HD-GYP)

* DGC: diguanilato ciclasa; PDE: fosfodiesterasa; TM: segmento transmembrana; Per: dominio

periplasmatico.
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Tabla 3. Genes codificantes para putativas proteinas con el dominio de vnién a ¢-di-GMP PilZ
identificados en At thivoxidans ATCC 19377. Se destacan en negrita los nuevos ORFs putativos
identicados durante ¢l dasarrollo de esta tesis.

Gen BLAST hit
Athidl 01442 hypothetical protein ACA 2353 [4r. caldus ATCC 51756]
Athidl 01992 | type IV pilus assembly PilZ protein [4¢. ferrooxidans ATCC 53993]
Athidl_05499 type 1V pilus assembly PilZ protein [4t. caldus ATCC 51756]

Athidl 06526 Cellulose synthase [4¢. caldus ATCC 51756]
Athidl 08174 hypothetical protein ACA_0268 [4+. caldus ATCC 51756]
Athidl 08474 YcgR protein [Stenotrophomonas sp. SKA14]
Athidl (8821 type IV pilus assembly PilZ [4t. ferrivorans S83]
Athidl 10469 type IV pilus assembly PHZ, [At. caldus ATCC 51756]

AthiAl 14214 | type IV pilus assembly PilZ protein [At. ferrooxidans ATCC 53993]

Una vez identificados los genes, se procedid a realizar un anélisis del contexto
genémico. Entre los genes que se encuentran en la vecindad, se encontraron genes que
codifican protefnas relacionadas al metabolismo central, metabolismo de aziicares, en
particular de exopolisacéridos, proteinas que interaccionan con 4cidos nucleicos y

proteinas relacionadas a la sintesis y regulacién del aparato flagelar (Figura 4).

3.2. Prediccién de la funcionalidad de las putativas proteinass involucradas en el

metabolismo del ¢-di-GMP y su transduccion de sefial en At thivoxidans.

En los tltimos afios se han identificado los aminodcidos claves para la funcién
catalitica tanto para proteinas DGC (Chan y col., 2004; Wassmann y col., 2007) como
para proteinas PDE (Rao y col., 2008). Por lo tanto, las secuencias primarias de los
putativos dominios GGDEF y EAL identificados en At. thiooxidans fueron analizadas y
alineadas con las secuencias de dominios equivalentes de protefnas caracterizadas

bioquimicamente.
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Los putativos dominios GGDEF fuieron alineados con la secuencia de los dominios
GGDEF de las proteinas DGC funcionales pleD (é’aulobacter crescentus CB15), AdrA
(Salmonella enterica serovar Typhimurium LT2) y WspR (Pseudomonas fluorescens).
El andlisis de las secuencias muestra que 15 de los 21 putativos dominios GGDEF
identificados poseen la totalidad de los aminoécidos claves para la uni6n del sustrato y la
catélisis (Figura 5). La mayoria de los dominios poseen los sitios de inhibicién alostérica
primario (Ip) y secundario (Is). Esta evidencia indica que la mayoria de los dominios
GGDEF deberfan ser funcionales, por lo tanto estas proteinas tendrian actividad DGC.
El dominio GGDEF identificado en el gen Athidl 08179 carece de los aminoécidos
presentes en los sitios reguladores primario y secundario. Ademds, carece de dos
aminoacidos ionizables que son clave para la actividad catalitica: el equivalente al
residuo K332 de PleD (para todos los residuos equivalentes en DGCs), el cual estabiliza
la carga del grupo fosfato saliente, y el residuo equivalente a H340, que interacciona con
el sustrato GTP (Wassmann y col, 2007). Esta evidencia sugiere que el gen
Athid1_08179 codifica una proteina con dominio GGDEF inactivo. El producto del gen
Athidl_01982 tiene un motivo GGDEF modificado, en el cual la primera Glicina es
reemplazada por una Alanina (AGDEF), aunque este cambio no afeciaria de manera
significativa el acomodamiento de los fosfatos B y y del GTP en el sitio activo. Aun asi,
se ha predicho experimentalmente que este dominio no seria activo (Ausmees y col.,
2001). Los dominios GGDEF que se encuentran codificados en los ORFs Athidl 00152,
Athidl_06856, AthiAl_07707 y Athidl 14626 se encuentran incompletos en mayor o
menor grado hacia el extremo N-terminal o el extremo C-terminal. Fsta evidencia

indicaria que estos dominios GGDEF son inactivos.

33




PE

(zLT umumuiyd£ [ 1eA013S poLaIUa plpuowvs) VIpy ‘(suaosaionyf spuouiopnasg) yds
(PAMT 9Ad /S19D Snu2082.0 42100qoInp)) (I3]d "OIUIIOP [3P BLIBPUNIAS BINJINLSI E[ BAIISQO 3S SOJUdIWIBAUI[E SO[ 2IGOS "SISI[BILd B[ £ 0jensns [ap
uorun e| ered sAe[d> sopopourwe SO B[[21$2 BUN UOD UBJIPUI 3 "BILIFIU U UBAIISQO 35 SAIB[IWIIS SONPISAI SO "SOPBIISUL URHUINDUS 3S SUDPIXOOIY] "I ©
SIUAIPUOASILIOD SOIUIWOP SO '/ /€61 DILV SUDpIX001Y] "1 US SOPRIYNUIP! JHIDD soturwop soaneind sof anus serouansas 3p OjudIUIBAUI[Y S BANSI]

W iy e T
MY My g T
A o (e
MY TV oA M
MY W ogvt T
MY T A Y
MY Ta¥i
MY T T QN
WX T AW
My T a0
MLV TV G-
B3is APEY SO Ay
ML ALY ey
v Ll Tig)
A Tviawt
ST AN g Vi
MY T AN N
: A Y ey T »
v A g | VL
b i R |
N SO TV e T 0
MV AR gy AT :
N ¥ A av
0%y ore (1 ozr
—_ PTUTTTT ORI T RL a gerd

seess » » » .
; sk e i N @Sy B N MR ﬂuﬁ
s PENK<Y T AR DO T L N . &,
1 1 s I A% DO MY N D W TR OB O T A TaY EE_IVeY
s TR T K TR Do Qi " e - - - R R T ¢ ) Y
s T AT T AR OB (sl S T OAY 0N iNESaNaT VY
s A T 1748 DY a M A b S <1~ el - B R P LT : . ‘Pﬂ
s y AT 7T 4100 %  a o 1Cks R e R L L 2 .l
s AT T 4% 00 @ M 1 ToAe B. N N4 Q10T iﬁ
= L R R R 1 To@s Dl Mo%LQ1ar s SOET
L3 ¢ SRy T 4T DOYM G M 1 TV@0 D MY NA PAGT | usveY
] TV ¥ DA D T AP ey g 1 k-1 Al B R o T 1L TEAE gﬁﬁ
s 1 1 7 4% 90 a ‘M ! 100 <D N & 9191 . Tre_Ive
5 1 T T AX D0.¥ a i 7 TQa9 o M. oNL gra7 G I_IVEY
s 1 1 T AR CPDANY i T A0 iBL N A 18T BEI_IVeY
s T 1 A AX DD gl Py gy i T oM Ne 6101 . ﬂv—ﬂ!
£ n I A CAEIDD Y 1 TIAD Bt N N a0 Iy
= " 4 TR I V4% 00 M S X T 1A o N ML£i370T L
s g’ 1 AR BN g M z BN L MK aTal vy
£ " S O 143 ‘Dox T ke § T e D MINE QITA iﬂi«
Ol g5 0 00y T ANIDOIM gL i 1 Toaenim o MM A GAQT ;
2 ~ 4 A HAE DDA L T b AR e M TN & aTaE il
N NIES 1 - A 1 AR PoIN: | e = TOa@es cumv oM M Eiarar A s vipy
= Wiar A ITDD MY TG I 1 TVAAO B M NEAARE B v 5 J wden
R Alinng 1A% poN g v 3 -1 - R R PR > ! = aetd
ate cor osC oec b€ £y o8t ore ot oze
— e — T ETITIITY > A——1 ] —— 31 TRV DI — aia aerd

oty s1l vl . win vyl 7] VI Cm 11l




La comparacién de los putativos dominios GGDEF en base a la longitud del
dominio identificado, la presencia del motivo GGDEF, la presencia de los aminodcidos
clave en la funci6n catalitica y la existencia del sitio de inhibicién primario predice que
15 de los 21 putativos dominios GGDEF de At. thiooxidans son cataliticamente activos y
pueden ser modificados alostéricamente por los niveles intracelulares de c-di-GMP

(Tabla 4),

Tabla 4. Prediccion bioinformdtica de la funcionalidad de los putativos dominios GGDEF identificados en
At. thiooxidans ATCC 19377.

Gen | Arquitectura | Extension | GGDEF | A2 | Jp | Funcion DGC
Athidl 03313 + + + + +
Athidl 05539 + + + + +
Athidl 07707 - - - - -
AthiAl 08189 GGDEF + + + + +
Athidl 08219 + + + + +
Athidl 08224 + + + + +
Athid1 09870 + + + + +
Athidl 13201 + + + + +
Athidl 15675 + + + + +
Athidl 00152 - + - + -
Athidl 00157 + + + + +
Athidl 01972 + + + + +
AthiAl 01982 + - + + -
Athidl 04113 + + + + +
Athidl 06856] GGDEF/ - + + - -
Athidl 07018 EAL + + + + +
Athidl 08179 + + - - -
Athidl 10484 + + + + +
Athidl 12969 + + + + +
Athidl 14219 + + + + +
Athidl 14626 - + - + -

*Extensién: longitud del dominio identifificado (180 aminodcidos); GGDEF: presencia del
motivo; Aa claves: presencia de los amineécidos clave para Ia actividad catalitica descritos en
la literatura; Ip: presencia del dominio de inhibicién primario; DGC: diguanilato ciclasa.

35




Para determinar la existencia de los amino4cidos clave en la actividad PDE, los
dominios EAL identificados fueron alineados con las secuencias de los dominios EAL
funcionales de las proteinas Thd-1265 (Thiobacillus denitrificans ATCC 25259), YciR
(S. enterica serovar Typhimurium LT2) y RocR (P. aeruginosa PAO1) (Garcia y col.,
2004; Rao y col., 2010; Tchigvintsev y col., 2010) y con los dominios EAL inactivos de
las protefnas Ykul (Bacillus subtilis) y FimX (P. aeruginosa PAO1) (Tchigvintsev y
col., 2010).. De los 15 dominios EAL identificados, 14 conservan todos los aminoacidos
clave para la unidén del sustrato y catalisis. El dominio EAL restante codificado por el
gen AthiAl 08184 seria inactivo, ya que carece del motivo EAL y varios amino4cidos

cargados (Figura 6).

La identificacién de los aminoacidos clave para la actividad catalitica de los
dominios HD-GYP se encuentra en pleno desarrollo. Se realizé la comparacién entre el
putativo HD-GYP identificados con la secuencia de RpfG (Xanthomonas campestris pv.
campesiris 8004), una proteina HD-GYP funcional (Ryan y col., 2006) y Bd1817
(Bdellovibrio bacteriovorus HD100), la tunica proteina HD-GYP con estructura
tridimensional determinada (Lovering y col., 2011), asi como otros dominios HD-GYP
presentes en diferentes grupos de bacterias. La comparacion de secuencias mostrd la
presencia de varios motivos y aminodcidos cargados conservados que participarian en la
unién del sustrato ¢ hidrélisis del c-di-GMP (Figura 7). Esto indicaria que el gen

Athidl_ 13196 codificaria una PDE funcional.
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La prediccidn de la actividad PDE de los dominios EAL identificados se basé en la
presencia de los aminoécidos clave para la union del sustrato y catélisis (Tabla 5). En
base a esta categoria de clasifificacién, se predice que 14 de los 15 dominios EAL
identificados en At. thivoxidans son cataliticamente activos. Por otro lado, la prediccién
de funcionalidad del dominio HD-GYP no es posible de realizar mediante un anélisis
bioinformatico, ya que la determinacién de los aminodcidos clave es un tema que se

encuentra en investigacion.

Tabla 5. Prediccion bioinformética de la funcionalidad de los putatives dominios EAL identificados en
At, thiooxidans ATCC 19377.

Gen Arquitectura | EAL | Aaclaves | Funcién PDE
AthiAdl 08184 - - -
Athidl 09875 EAL + + +
Athidl 12974 + + +
Athid] 00152 + + +
Athidl 00157 + + +
Athidl 01972 + + +
Athidl 01982 + + +
Athidl 04113 + + +
Athidl 06856 | GGDEF/ + + +
Athidl 07018 EAL + + +
Athidl 08179 + + +
Athidl 10484 + * T
AthiAl 12969 + + +
Athidl 14219 + + +
Athidl 14626 + + +

*EAL: presencia del motivo en ¢l dominio identificado; Aa claves: presencia
de los aminodcidos clave para la actividad catalitica del dominio descritos en
la literatura; PDE:; fosfodiesterasa.
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Los putativos dominios PilZ identificados en At. thiooxidans fueron alineados con
la secuencias aminoacidicas de los dominios PilZ de Pa4608 (P. aeruginosa PAO1) e
YcgR (E. coli K-12), dos proteinas con dominio PilZ ha sido descrito como funcional
(Ryjenkov y col., 2006; Ramelot y col., 2007). Siete de los nueve dominios PilZ
presentaron los motivos candnicos RxxxR y (D/N)xSxxG, los cuales son los motivos
que se encuentran involucrados en la unién del c-di-GMP (Figura 8). El dominio PilZ
del producto del gen Athidl 14214 presenta una sustitucion de serina por treonina en el
segundo motivo, quedando DxTxxG. Este cambio no deberia afectar la interaccion con
€l c-di-GMP debido a que se conserva el grupo hidroxilo de la cadena lateral,
permitiendo Ia interaccion por puentes de hidrégeno. El dominio PilZ codificado por el

gen Athidl 08821 se encuentra poco conservado y se predice como inactivo.
3.3. Andlisis transcripcional del conjunto de genes identificados.

Para determinar que At. thiooxidans posee una via del c-di-GMP funcional, es
necesario deterrinar a lo menos que los putativos genes involucrados en esta via se
estan expresando. La expresion transcripcional cualitativa se determiné en células
crecidas en fase exponencial media, debido al bajo titulo celular que alcanzan los
Acidithiobacillales en cultivo. El analisis de RT-PCR indica que bajo las condiciones de
estudio, 19 de los 25 putativos genes que codifican DGCs y PDEs se expresan en

At. thiooxidans (Figura 9; Tabla 6).
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Figura 8. Alineamiento entre los putativos dominios PilZ identificados en At. thiooxidans ATCC 19377.
Los dominios correspondientes a At. thiooxidans se encuentran marcados. Los residuos idénticos se
muestran en negro, mientras que los residuos similares se observan en negrita. Se indican con una estrella
los amino4cidos involucrados en la unién de c-di-GMP. Sobre los alineamientos se observa la estructura
secundaria del dominio. Pa4608 (Pseudomonas aeruginosa PAO1/PDB 2L74), YcgR (Escherichia coli K-
12 substr. MG1655).
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S0bp gDNA RT+ RT- | SO0bp gONA RT+ AI- SObg gONA RT+  RI-

AthiAl_00152 AthiAl_04113 AthiA1_06856 AthiA1_07018

50bp gONA RT+ AT gONA RT+ RT- S0bp gDNA RT+ RT

AthiA1 08189 AthiAl 10484 AthiAl_12974

Figura 9. Analisis cualitativo de la expresion transcripcional de los putativos genes GGDEF y EAL
encontrados en At thiooxidans. Se presentan algunos de los resultados obtenidos bajo una misma
condicion de estudio. 50 bp: marcador de tamafio; gDNA: control positivo utilizando DNA gendmico;
RT+: reaccion con transcriptasa reversa; RT-: reaccién sin transcriptasa reversa.

Tabla 6. Resumen de resultados de los experimentos de RT-PCR.

5.5 RT RT .. RT RT
Gen Dominio (A) (TS) Gen Dominio (A) (TS)
Athidl 03313 | GGDEF + + AthiAl 00152 | GGDEF/EAL + E
Athidl 05539 | GGDEF + ND AthiAl 00157 | GGDEF/EAL + +
AthiAl 07707 | GGDEF + + Athidl_01972 | GGDEF/EAL ND ND
AthiAl 08189 | GGDEF + + Athidl 01982 | GGDEF/EAL ND ND
Athidl 08219 | GGDEF + + Athidl 04113 | GGDEF/EAL + +
AthiAl 08224 | GGDEF 2k + AthiAl 06856 | GGDEF/EAL + +
Athidl 09870 | GGDEF + + AthiAl 07018 | GGDEF/EAL + ND
AthiAl 13201 | GGDEF + + Athidl 08179 | GGDEF/EAL + +
AthiAdl 15675 | GGDEF s + Athidl 10484 | GGDEF/EAL + +
Athidl 08184 EAL + + Athidl 12969 | GGDEF/EAL + +
Athidl 09875 EAL + + AthiAl 14219 | GGDEF/EAL + +
Athidl 12974 EAL + + Athidl 14626 | GGDEF/EAL ND ND
Athidl 13196 | HD-GYP ND ND

ND: No detectado bajo nuestras condiciones experimentales; A: azufre; TS: tiosulfato
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3.4. Extraccién de c-di-GMP a partir de At thiooxidans.

Para comprobar la existencia de una via del c-di-GMP funcional en cualquier
bacteria es de vital importancia comprobar que esta bacteria produce ¢-di-GMP, para lo
cual es necesario obtener extractos celulares e posteriormente enriquecer la fraccion
nucleotidica. Los niveles totales de c-di-GMP son muy dependientes de la fase de
crecimiento y las condiciones de cultivo inicial, asi como de la bacteria a estudiar
(Weinhouse y col., 1997; Hickman y Harwood, 2008; Ryan y col., 2009; Ruiz y col.,
2012), por lo que es necesario estandarizar varios pardmetros. La extraccién de
nucledtidos fue realizada a partir de células crecidas en tiosulfato, tetrationato o azufre
elemental. Para los cultivos en azufre se procedid a realizar extracciones desde células

planctonicas y células adheridas (Ruiz y col., 2012).

Debido a la imposibilidad técnica de realizar las mediciones en e! Centro de
Estudios para el desarrollo de la Quimica (CEPEDEQ, Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmaceiticas, Universidad de Chile), nos vimos obligados a optar por entregar las
mediciones a un servicio externo (Scripps Center for Metabolomics and Mass

Spectrometry, La Jolla, San Diego, California, E.E.U.U.).

Previo a la cuantificacién de extractos biolégicos se procedi6 a realizar una curva
de calibracién con soluciones de c-di-GMP de concentraciones conocidas (Figura 10).
Una vez esta curva determinada, se procedié a la medicién de la concentracién de
c-di-GMP total en las diferentes muestras bioldgicas obtenidas a partir de células

crecidas en azufre, tiosulfato o tetrationato. Todas las muestras presentaron un valor que
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se encontraba por debajo del limite inferior de la curva de calibracion. Fue imposible
averiguar todos los pardmetros necesarios de los experimentos para validar estos
resultados. A pesar de estos resultados débiles, los andlisis de HPLC de las muestras
previo a MS arrojaron tiempos de retencion similares a los determinados con las
soluciones estandares (Tabla 7). Un anélisis de los iones producidos de estas fracciones
mostré una respuesta para los iones producidos por MS con polaridad positiva para
c-di-GMP (el i6n molecular con una relacién masa/carga (m/z) de 691 se fragmenta en
dos especies con relacion m/z de 135 y 152) (Tabla 8, Figura 11) (Spangler y col.,
2010). Estos resultados arrojan de una forma ain muy preliminar, que la bacteria

biominera At. thiooxidans produce c-di-GMP.

3.5. Ensayos funcionales mediante complementacién heteréloga en cepas mutantes
de Salmonella.

El analisis obtenido por espectrometrfa de masas indica que bajo las condiciones
de cultivo utilizadas, Az th;'ooxidans posee una actividad DGC que es detectable. La
siguiente etapa experimental posee el objetivo de comprobar la funcionalidad de algunas
de las proteinas identificadas. Debido a que no es posible utilizar ingenierfa genética
tradicional para realizar mutaciones de los putativos genes codificantes para DCG o
PDE, se procedié a realizar ensayos de complementacion heteréloga en las cepas de
Salmonella enterica serovar Typhimurium AdrAlf (mutante en la DGC AdrA) y
MAE282 (mutante en la PDE YciR). La funcionalidad se determind mediante un andlisis

fenotipico por absorcién de Calcofluor (Garcia y col., 2004).
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Figara 10, Curva de calibracién de c-di-GMP utilizada en espectrometria de masas. Se prepararon
soluciones de estindar de c-di-GMP cuyo rango de concentracién fue desde 2 nM a 20 uM.

Tabla 7. Resumen de la determinacion de c-di-GMP por MS.

Muestira RT Response Concentracién (nM)

2 nM 3,980 374 0,0006

20 aM 3,994 2030 0,0131

200 nM 4,000 9678 0,2228

2 M 4,007 33577 2,1338

20 M 4,014 114931 19,9430
Azufre adherido 4,088 46 NC
Azufre planct6nico 4,094 20 NC
Tetrationato 4,101 10 NC
Tiosulfato 4,101 19 NC

NC: no cuantificable

Tabla 8. Presencia de especies i6nicas moleculares en los anilisis de
MS/MS con polaridad positiva.

Muestra m/z 135 | m/z 152
¢-di-GMP estandar + +
Azufre + +
Tiosulfato + +
Tetrationato + +
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Figura 11. Analisis por MS/MS de soluciones de c-di-GMP. A. Analisis de una solucion estandar de
¢-di-GMP a una concentracion de 2 nM. B. Analisis de un extracto de At. thiooxidans crecido en tiosulfato.
C. Anilisis de un extracto de At. thiooxidans crecido en tetrationato. D. Andlisis de un extracto de
At. thiooxidans crecido en azufre. Todas las muestras presentaron tiempos de retencion y especies idnicas
similares a las obtenidas con las soluciones estindares.
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De los 15 dominios GGDEF que fueron predichos funcionales, se escogié a los
contenidos en los genes Athidl_ 08189, Athidl 08219, AthiAl 08224 y Athidl 15675,
los cuales codifican putativas proteinas DGC con dominio GGDEF solo con arquitectura
simple. Los vectores que codifican para los genes Athidl 08189, Athidl 08219,
Athidl 08224 y Athidl 15675 favorecieron la formacién del fenotipo rdar, el cual se
caracteriza por la alta produccion de sustancias extracelulares como celulosa y fimbrias
(Kader y col., 2006). Debido a que la sintesis y la secrecién de estos exopolimeros es
regulado en forma positiva por los niveles de c-di-GMP, se concluyd que estos genes
codifican proteinas que son DGC funcionales (Figura 12). Para comprobar que los
cambios fenotipicos eran atribuidos a la expresion de los genes, se repitié el ensayo en
presencia de glucosa, la cual reprime el sistema de expresion del vector pBAD24, Con la
adicion de glucosa se revirtieron los resultados obtenidos, enfatizando que los fenotipos

observados se deben a la accion de estas DGCs.

Durante estos experimentos se transformaron cepas mutantes con putativos genes
codificantes para proteinas con dominio PDE o protefnas con ambos dominios, los
cuales fueron predichos como funcionales mediante el andlisis bioinformatico. Sin
embargo, las cepas transformadas no presentaron un cambio fenotipico en ninguno de
los casos. Este comportamiento fenotipico podria deberse a la especificidad regulatoria

descrita para las proteinas PDE (Garcia y col., 2004, Kader y col., 2006).
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AdrAlf UMRI MAE282 A(AthiAl 08189) AlAthidl 08189) A(AthiAl 08219)  A(AthiAl 08219)
(pBAD24) (pBAD24) (pBAD24) (L-Ara) (D-Glu) {L-Ara) (D-Glu)

A(AthiAl 08224) A(AthiAl 08224) A(Athidl 15675) A(AthiAl 00157) A(AthiAl 08179) M(AthiAl 00157) M(AthiAl 08179)
(L-Ara) (D-Glu) (L-Ara) (L-Ara) (L-Ara) (L-Ara) (L-Ara)

M(AthiAl_07018) M(Athidl 10454)  M(AthiAl 09875)  M(Athidl 12974)
{L-Ara) (L-Ara) (L-Ara) (L-Ara)

Figura 12. Complementacion heteréloga en cepas mutantes AdrA1f (A) y MAE282 (M) de Salmonella.
Los putativos genes fueron amplificados por PCR y ligados a los vectores de expresion pBAD24. El
ensayo se realizo en medio LB sin sal suplementado con 0,2% de L-Arabinosa y 40 pg/ml de Rojo Congo
(cuadros rojos) o 25 pg/ml de Calcofluor (cuadros negros). La represion de los fenotipos alterados se
realizo reemplazando la arabinosa con D-Glucosa. Los genes Arhid 1_08189, AthiAl 08219,
AthiAl_08224 'y AthiAl 15675 codifican proteinas DGC funcionales en Salmonella. El fenotipo de las

cepas sin transformar fue idéntico al fenotipo de las cepas transformadas con el vector pBAD24 sin
inserto.
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DISCUSION

En el marco de esta tesis se caracterizo la via del c-di-GMP en la bacteria
biominera Acidithiobacillus thiooxidans. Los resultados obtenidos revelaron la presencia
de una via del c-di-GMP funcional en esta bacteria, la cual podria estar involucrada en la
regulacién de fenotipos como la sintesis de exopolisacaridos, la formacién de
biopeliculas y la motilidad, tal como ha sido descrito en otras bacterias como E. coli y

P. aeruginosa (D'Argenio y Miller, 2004; Simm y col., 2004).

4.1. Andlisis in silico de los elementos moleculares que conforman la via del

c-di-GMP de At. thiooxidans.

Una vez que se obtuvieron posibles genes candidatos que codificaran proteinas
relacionadas al metabolismo (Tabla 2, pagina 30) y sefializacion (Tabla 3, pagina 31) del
¢-di-GMP en At. thiooxidans, se procedié a comparar el nimero de putativos ORFs con
respecto a las otras bacterias del género Acidithiobacillus caracterizadas previamente en
nuestro laboratorio (Ruiz y col., 2007; Castro y col., 2009; Diaz, 2010; Ruiz y col.,
2012; esta Tesis; Tesis Doctorado Matias Castro, 2013). De las tres especies de
Acidithiobacillus, At. thiooxidans es aquella que presenta el nimero mayor de genes
codificantes para proteinas DGC/PDE y proteinas con dominio PilZ, mientras que Af.
Jerrooxidans presenta el menor nimero Ademas, At. thicoxidans es la tinica en la cual

fue posible identificar un gen codificante para una PDE con dominio HD-GYP (Tabla 9)
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(Ruiz y col., 2007 Castro y col., 2009; Diaz, 2010; Ruiz y col., 2012; esta Tesis; Tesis

Doctorado Matias Castro, 2013).

Tabla 9. Comparaci6n entre miembros de Acidithiobacillus.

BACTERIA GGDEF | EAL ngﬁw HD-GYP | PilZ | Peld
Acidithiobacillus ferrooxidans 1 4 ) 9
ATCC 23270
Acidithiobacillus caldus
ATCC 51756 ? 3 6 B 8 !
Acidithiobacillus thiooxidans
ATCC 19377 ? 3 12 1 ? 1

El analisis bioinformdtico predijo que quince de los veintiiin dominios GGDEF
totales y catorce de los quince dominios EAL de At. thiooxidans poseen los aminoacidos
clave para la actividad catalitica DGC (Figura 5, pagina 34) (Chan y col., 2004;
Wassmann y col., 2007) y PDE (Figura 6, pagina 36) (Rao y col., 2008; Tchigvintsev y
col., 2010), respectivamente. Ademads, reveld que el dominio HD-GYP identificado
posee los aminoacidos clave para su actividad (Figura 7, pagina 37) (Lovering y col.,
2011). Con respecto a los dominios PilZ, ocho de los nueve dominios identificados
poseen los motivos de unién a c-di-GMP identificados en otros dominios PilZ
funcionales (Figura 8, pagina 39) (Ryjenkov y col., 2006; Ramelot y col., 2007). En
bacterias que han sido caracterizadas por tener una via del c-di-GMP funcional, se
encuentra descrito que existen dominios que han perdido algunos de los aminoacidos
clave para la actividad catalitica (R6mling y col., 2005; Hengge, 2009). Estos dominios
catalicos inactivos se han conservado por el hecho de que han adquirido la capacidad de

comportarse como dominios efectores que permiten la transduccion de sefiales (Lee y
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col., 2007; Newell y col., 2009) o dominios regulatorios de la actividad catalitica de la
proteina (Christen y col., 2005). Esta es una posibilidad que seria aplicable a los seis
dominios GGDEF (Tabla 4, pagina 35) y un dominio EAIL (Tabla 5, pagina 39)

inactivos identificados en At. thiooxidans.

4.2. Funcionalidad de la via del ¢-di-GMP de At thiooxidans.

Luego de los antecedentes obtenidos por el andlisis bioinformatico, se
desarrollaron tres aproximaciones experimentales para corroborar la funcionalidad de la
via del c-di-GMP en At. thiooxidans: i) la deteccion de la expresién transcripcional
mediante RT-PCR, ii) la deteccién y cuantificacion de c-di-GMP en extractos
enriquecidos en nucledtidos de At. thiooxidans, iii) el desarrollo de ensayos de
funcionalidad proteica mediante complementacién heterdloga en Salmonella serovar

Typhimurium.

4.2.1. RT-PCR.

Para comprobar la funcionalidad de esta via en At. thiooxidans, es necesario
demostrar que los putativos genes identificados en el metabolismo del c-di-GMP se
expresen. Se escogi la fase exponencial media de crecimiento, debido a que existe una
mayor tasa de sintesis de RNA, por lo que es posible obtener una mayor cantidad de
RNA en buen estado por masa celular. Bajo las condiciones de estudio seleccionadas, se
demostr6 que 19 de los 25 putativos genes relacionados al metabolismo del ¢-di-GMP se

expresan (Figura 9 y Tabla 6, pagina 42). Para obtener un buen perfil transcripcional de
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los genes relacionados a la via del c-di-GMP, es necesario realizar experimentos bajo
otras condiciones de crecimiento para determinar si existe una diferencia cuantitativa en
la expresion transcripcional, como la diferencia entre células planctonicas y células

adheridas, o entre células en fase exponencial o fase estacionaria temprana.

4.2.2. Deteccion de c-di-GMP.

Como se dijo anteriormente, los niveles intracelulares de este segundo mensajero
son dependientes de las condiciones ambientales y el tipo de bacteria, por lo que es
necesario estandarizar inicialmente muchos parimetros. En general, las bacterias
producen ¢-di-GMP en el orden de los picomoles, por lo que es necesario trabajar con
una gran cantidad de biomasa inicial. Los resultados obtenidos por los experimentos de
espectrometria de masas, aunque muy preliminar, sugieren que At. thiooxidans tiene una
actividad DGC. La comunicacion con Scripps Center for Metabolomics and Mass
Spectrometry (La Jolla, San Diego, California, E.E.U.U.) fue dificil, por lo que fue no
fue posible obtener todos los pardmetros experimentales durante el desarrollo de esta
tesis, incluyendo el hecho de que en su curva de calibracién no incorporaron

concentraciones de c-di-GMP entre los 2 pM y los 20 pM.

El andlisis de los cromatogramas muestra un corrimiento en el tiempo de
retencion. Sélo existe un articulo que describe el comportamiento del ¢-di-GMP en los
analisis por cromatografia, el cual es dependiente de la concentracion de c-di-GMP y la
concentracion de sal de la fase mévil (Hyodo y col., 2005). En base a estos resultados se

procedid a realizar los experimentos de complementaci6n heter6loga.
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4.2.3. Complementaciéon heteréloga en Salmonella.

Dado la existencia de una posible actividad DGC en At. thicoxidans, se procedi6 a
realizar ensayos de complementacién en cepas mutantes de Salmonella, ya que la
manipulacion genética de estas bacterias acidéfilas es extremadamente dificil y muy
poco reproducible. Se utilizaron tres clases de cepas para probar la funcionalidad de la
via metabdlica: una cepa silvestre (UMRI1), una cepa mutante en una DGC (AdrAlf) y
una cepa mutante en una PDE (MAE282). La complementacion de la cepa DGC” con los
genes Athidl 08189, AthiAl 08219, Athidl 08224 y Athidl 15675, codicando
proteinas DGC con dominio GGDEF solo, restaurd el fenotipo rugoso de la cepa
mutante de Salmonella, lo que permite concluir que estas DGCs son funcionales (Figura
12, pagina 46). La existencia de una actividad DGC hace suponer que At. thiooxidans
posee una actividad PDE. Se descart6 el dominio HD-GYP debido a no tener un modelo
adecuado de estudio. Cuando se transformé la cepa PDE  con los vectores que
codificaban las putativas PDE Athidl 09875 o Athidl 12974, las cuales fueron
predichas como PDEs funcionales, no fue posible obtener resultados positives de
complementacién. Tampoco fue posible obtener complementacién de funcidén, ya sea
DGC o PDE con los genes codificando proteinas con ambos dominios DGC y PDE.
Dado que todos los dominios EAL de At. thiooxidans que se encuentran en proteinas con
dominios DGC y PDE fueron predichos como funcionales, es probable que se
encuentren bajo el mismo tipo de especificidad regulatoria descrita para las protefnas
PDE. La actividad PDE es regulada a multiples niveles, ya sea a nivel de la

transcripcion, la traduccién y/o la actividad de las protefnas, a un nivel espacial y/o
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temporal dentro de la célula (Garcia y col., 2004, Kader y col., 2006). A diferencia de la
actividad DGC, que poscen funciones redundantes, la deteccion de la actividad PDE in
vivo requerirfa de la sobreexpresién de estas proteinas en el sistema heterélogo

adecuado.

4.3. Rol de 1a via del c-di-GMP en At thivoxidans.

Para comprender la importancia de esta via en At. thicoxidans es necesario
entender el ciclo de vida y la fisiologia en esta bacteria. At. thiooxidans es una bacteria
quimiolitoautdtrofa que obtiene su energia metabdlica a través de la oxidacién de azufre
elemental o compuestos reducidos de azufre (Kelly y Wood, 2000). En condiciones
naturales los sustratos oxidables se encuentran en un estado sélido insoluble, por lo
tanto, para su utilizacién es necesario establecer un contacto estrecho entre bacteria y
sustrato. El contacto bacteria-susirato se optimiza por la formacion de una biopelicula y

por lo tanto, se optimiza el proceso de biolixiviacién (Sand y col., 2001).

Deniro de los numerosos fenotipos bacterianos que son regulados por los niveles
intracelulares de c-di-GMP, la sintesis de exopolisacdridos (Ross y col., 1987;
Weinhouse y col., 1997; Friedman y Kolter, 2004; Merighi y col., 2007) y la motilidad
(Ryjenkov y col., 2006; Paul y col., 2010) son los fenotipos que mas se han estudiado. El
control sobre estos fenotipos es clave para la formacién de cualquier biopelicula
bacteriana. Al igual que en otras bacterias Gram-negativa estudiadas, At. thiooxidans

presenta los fenotipos de formacion de biopeliculas y de motilidad (Kelly y Wood, 2000;
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Valdés y col., 2011), por lo que es probable que los niveles intracelulares de c-di-GMP
estén involucrados en la regulacion de estos fenotipos, tal como ocurre para otras

bacterias.

4.3.1. At. thiooxidans y la sintesis de exopelisacidridos.

encuentra regulado en forma positiva por niveles intracelulares altos de c-di-GMP (Ross
y col., 1987; Weinhouse y col., 1997; Friedman y Kolter, 2004; Merighi y col., 2007). El
analisis del contexto gendmico de los genes identificados en At. thiooxidans reveld que
dos locus génicos ubicados en los contigs 46 y 52 de At. thicoxidans codifican en total
de trece proteinas relacionadas a la sintesis de exopolisacaridos. En el locus ubicado en
el contig 46 se identificé un gen codificando una proteina con dominio PilZ
(AthiAdl 05499) y un gen que codifica una proteina con dominic GGDEF solo
(Athidl_05539). En el locus ubicado en el contig 52 se identific6 un gen que codifica
una proteina con dominio PilZ (Athidl 06526) y un gen codificante para una proteina
con dominios GGDEF y EAL (4thidl_06856) (Figura 4, pagina 32). La mayoria de los
genes relacionados al metabolismo de los exoplisacdridos identificados codifican

proteinas con actividad Glicosil-transferasa.

El producto del ORF Athidl_06526 codifica una proteina con dominio PilZ, cuyo
andlisis mediante ¢l algoritmo BLAST identificé como la subunidad A del complejo

celulosa sintasa denominada en otras bacterias como BesA o CelA. Los homodlogos de

La sintesis de exopolisacaridos de distinta naturaleza es un proceso que se
BesA identificados en G. xylinus y S. Typhimurium, catalizan la reaccion de sintesis de
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celulosa a una tasa directamente proporcional al nivel intracelular de c-di-GMP
(Weinhouse y col., 1997; Kader y col., 2006). El ORF Athidl 06526 se encuenira rio
arriba de tres genes que codifican una proteina tipo BesB, una proteina hipotética y una
enzima con actividad endoglucanasa, junto con proteinas de tipo transportador. El
conjunto de genes sugiere la existencia de un operén codificando todos los componentes
de un complejo celulosa sintasa funcional, por lo que Af. thiooxidans podria secretar

celulosa durante la adhesion sobre algiin sustrato sélido.

El analisis inicial del genoma también identificd un gen que codifica una proteina
homoéloga a PelD. PelD en P. aeruginosa es un regulador positivo de la sintesis de
exopolisacaridos de tipo Pel (Friedman y Kolter, 2004). La presencia de una proteina
homoéloga en At. thicoxidans, sugiere que esta bacteria podria sintetizar un

exoplisacérido de tipo Pel.

La existencia de estos sistemas de sintesis de exopolisacéridos, identificado por el
andlisis bioinformatico, sugiere que Ar. thiooxidans podria secretar estos polimeros

durante la formacién de biopeliculas sobre la superficie del mineral.

4.3.2. Motilidad.

En diversas bacterias, la motilidad es un fenotipo que se regula por los niveles
intracelulares de c-di-GMP (D'Argenio y Miller, 2004; Simm y col., 2004). El ¢c-di-GMP

regula en forma negativa los procesos de motilidad flagelar (Ryjenkov y col., 2006), ya
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sea al nivel de la sintesis (Sudarsan y col., 2010) o funcionalidad del aparato flagelar

(Ryjenkov y col., 2006; Paul y col., 2010).

Entrando en el contexto de At. thicoxidans, se encuentra descrito que esta bacteria
presenta motilidad mediante flagelacién polar (Kelly y Wood, 2000). El anélisis del
genoma revela la presencia de un locus completo, formado por los contigs 83 y 84, para
la sintesis y regulacién de la maquinaria flagelar. Dentro de este contexto gendmico, se
identificaron genes codificando tres proteinas con dominio GGDEF solo (4thidl 08189,
Athidl 08219, Athidl 08224), una proteina con dominio EAL solo (dthidl 08184),
una proteina con dominios GGDEF y EAL (Athidl 08179) y dos proteinas con dominio

PilZ (Athid] 08174y Athid]l 08474) (Figura 4, pagina 32).

Dentro de las proteinas PilZ codificadas por At. thiooxidans, el producto del ORF
Athidl 08474 presenta similitud con proteinas regulatorias de actividad proteica del tipo
YcgR. En E. coli, la unién de c-di-GMP al dominio PilZ de YcgR impide la rotacion del
flagelo, lo que suprime la motilidad a un nivel funcional (Paul y col., 2010). La
existencia de un homoélogo en At. thiooxidans sugiere que la motilidad a nivel funcional

es inhibida a niveles elevados de c-di-GMP por la accion de este putativo YegR.

Un anélisis del putativo operén codificante para el aparato flagelar revel6 la
existencia de un gen que codifica un regulador transcripcional cuya secuencia
aminoacidica es similar al regulador transcripcional FleQ. También se encontraron

homélogos FleN, FleR y FleS, proteinas que interaccionan con FleQ, (Figura 4, pagina

57




32) (Hickman y Harwood, 2008). Descrito inicialmente en P. geruginosa, FleQ es un
regulador positivo de la motilidad y un represor de la expresion de genes relacionados a
la sintesis de exopolisacaridos. La reversion en la regulacién de estos fenotipos se logra
cuando FleQ une c-di-GMP y se suelta del DNA blanco (Hickman y Harwood, 2008).
La existencia de FleQ en At. thiooxidans revela la existencia de un posible mecanismo

de control de la motilidad a nivel de la transcripcion.




CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos por los diferentes experimentos realizados

durate el desarrollo de esta tesis es posible concluir que:

La mayoria de los dominios GGDEF, EAL, HD-GYP y PilZ de At. thiooxidans se
encuentiran conservados a nivel de secuencia aminoacidica. Ademas, al nivel
transcripcional, la mayoria de los putativos genes codificantes para DGCs y/o
PDEs se expresan. Esto indicaria que existe una via del ¢c-di-GMP funcional.

Se caracterizo la actividad DGC mediante andlisis de los extractos nucleotidicos
por espectrometria de masas y ensayos de complementacion heteréloga en cepas
mutantes de Salmonella con los genes Athidl 08189, Athidl 08219,
Athidl 08224 y Athidl 15675. Los resultados de estos experimentos sugieren que
At. thivoxidans produce ¢c-di-GMP.

Dentro de los genes que codifican proteinas efectoras del c¢-di-GMP, se
identificaron algunos genes que se encuentran dentro de dos putativos operones
relacionados con la sintesis de exopolisacaridos, un oper6én para celulosa y otro
para exopolisacérido tipo pel. Esto indica que la sintesis de estos polimeros podria

estar regulada por los niveles intracelulares de c-di-GMP.
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7. ANEXOS

Tabla Al. Representacién génica de la via metabdlica del c-di-GMP presentes en genomas pertenecientes
a diferentes linajes de bacterias.

Bacteria Phylum GGDEF | EAL | HD-GYP | GGDEF/EAL | GGDEF/HD-GYP | Total
Acidithiohaciltus caldus ATCC 51756 7-Proteobacteria 9 3 - 6 - 18
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 v-Proteobacteria - 1 - 4 - 5
Aeromonas hydrophila ATCC 7966 y-Protecbacteria 32 10 14 13 - 5%
Agrobacterium tumefaciens C58 a-Protecbacteria 14 1 1 13 - 29
Aquifex aeolicus VF5 Aquificae 7 4 - 4 1 16
Baciffus anthracis Ames Furmicutes 3 1 1 6 - 11
Bacillus cereus ATCC 14579 Furmicutes 3 1 - 4 - 8
Bacillus halodurans C-125 Furmicutes 3 1 2 1 “ 7
Bacilhes subtilis 168 Furmictites 3 2 - 1 - [
Bdellovibrio bacteriovorus HD100 3-Proteobacteria 5 1 6 - - 12
Bordetella pertussis Tohama ] B-Proteobacteria 5 1 1 2 - 9
Borrelia burgdorferi B31 Spirochaetes 1 1 1 - - 3
Brucella melitensis 16M u-Protecbacteria 6 2 - 3 - 11
Burkholderia xenavarans LBAGO B-Proteobacteria 15 12 - 17 - 44
Caulobacter crescentus CB15 a-Proteobacteria 4 3 - 7 - 14
Chromobacterium violacenm ATCC 12472 p-Proteobacteria 27 10 i1 16 - 64
Clostridium acetobutylicum ATCC 824 Furmicutes 7 1 9 3 - 20
Clostridium difficile 630 Furmicutes 18 1 - 18 - 37
Clostridium tetani E&8 Furmicutes 6 )| 1 - - 8
Deinacocens radiodurans R1 Deinoceccus-Thermus ¥4 1 4 4 - 21
Dictyoglomus thermophilum H-6-12 Dictyoglomi 7 - 6 - 2 15
Dickeya dadantii 3937 y-Protecbacteria 12 4 - 2 - 18
Escherichia coli K-12 y-Proteohacteria 12 10 - 7 - 29
Geabacter uraniireducens RfA §-Proteobactetia 17 2 15 1 - 35
Gluconacetobacter xylinus ATCC 10245 a-Proteobacteria - - - 6 - 6
Kilebsiella pneumoniae 342 y-Proteobacteria 14 12 7 1 - 34
Legionella pneumophila Philadelphia 1 y-Proteobacteria 8 2 - 11 - 21
Leuconostoc mesenteroides ATCC 8293 Furmicutes 1 1 - - - 2
Listeria monocytogenes EGD-¢ Furmicutes 3 3 - - - 6
Magnetococcus marinus MC-1 a-Proteobacteria 25 1 16 17 - 59
Magnetospirillum magneticum AMB-1 a-Proteobacteria 29 10 16 i7 - 72
Mesorhizobium loti MAFF303099 a-Proteobacteria 27 13 1 5 - 46
Methylobacterium extorquens PA} o-Proteobacteriz 17 4 6 14 - 41
Mycobacterium leprae TN Actinobacteria 2 1 - 1 - 4
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Tabla Al. (Continuacion}.

Bacteria Phylum GGDEF | EAL | HD-GYP | GGDEF/EAL | GGDEF/HD-GYP | Total
Mpycobacterium smegmatis MC2 155 Actinobacteriz - - - 1 - 1
Mycobacterium tuberculosis H37Rv Actinobacteria - 1 - 1 - 2

Myxococcus xanthus DK 1622 3-Protecbacteria 18 2 6 - - 26
Nitrosomonas europaea ATCC 19718 P-Proteobacteria 2 5 - 4 - 1
Nostoc sp. PCC 7120 Cyanobacteria 3 1 2 6 - 17
Pseudomonas aeruginosa PAO1 v-Protecbacteria 17 5 3 16 - 41
Pseudomonas fluorescens PES y-Protecbacteria 21 4 1 19 - 45
Pseudomonas putida KT2440 v-Proteobacteria 19 3 2 17 - 41
Rhizobium leguminorasum 3841 o-Protecbacteria 16 - 3 22 - 41
Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 a-Protecbacteria 9 - - 7 - 6
Rhodopseudomonas palusiris CGA009 a-Proteobacteria 22 4 2 14 - 42
Rickettsia prowazekii Madrid E a-Proteobacteria 1 1 - - - 2
Salmonella typhimurium 1,12 y-Proteobacteria 4 7 - 8 - 19
Shewanella oneidensis MR-1 y-Proteabacterta 30 5 9 22 - 66
Shigella flexneri 301 y-Proteobacteria 3 6 - 4 - 13
Stnorhizobium meliloti 1021 a-Proteobacteria 5 4 - 10 - 19
Streptomyces coelicolor A3(2) Actinobacteria 4 - 1 4 - 9
Synechococcus elongatus PCC 6301 Cyanobacteria 9 1 2 8 - 20
Synechocystis sp. PCC 6803 Cyanobacteria 13 5 2 2 - 29
Thermotoga maritima MSBS Thermotogae 8 - 10 - - 18
Thermus thermophilus HB27 Deinococcus-Thermus 5 - 5 1 - 11
Thiobacillus denitrificans ATCC 25259 p-Proteobacteria 15 4 2 16 - 37
Treponema pallidun: Nichols Spirochaetes 1 - 3 - - 4
Vibrie cholerae O1 biovar El Tor N16361 y-Protecbacteria 31 12 9 10 - 62
Vibrio harveyi ATCC BAA-1116 v-Proteobacteria 31 14 5 12 - 62
Vibrio fischeri ES114 v-Proteobacteria 28 9 2 10 - 49
Vibrio parahaemolyticus ROMD 2210633 y-Proteobacteria 28 14 5 15 - 62
Vibrio vuinificus CMCP$ y-Protecbacteria 46 14 13 18 - 91
Wolinella succinogenes DSM 1740 e-Proteobacteria 12 3 2 9 - 26
Xanthomonas campestris 8004 y-Proteobacteria 21 4 3 10 - 38
Xylella fastidiosa 9a5¢ y-Proteobacteria 1 1 1 2 - 5
Yersinia pseudntuberculosis TP 32953 y-Protechacteria 3 3 1 3 - 10
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Tabla A2. Cepas y plasmidios utilizados en este estudio

Caracteristica
Cepas bacterianas
Acidithiobacillus thicoxidans
DSM 9463 Coleccion DSMZ
Escherichia coli
LMG194-pBAD24 Reservorio de pBAD24
IM109 Amplificacién de vectores
Salmonella serovar Typhimurinm
UMRI ATCC 14028-1s Nal®, wt
AdrAlf UMRI adra’, Kan®
MAE282 UMRI yeiR,, Cm®
Plasmidios
pGEM-T Easy Vector de amplificacién, Amp®
pBAD24 Vector de expresién inducido por L-Arabinosa, Amp®
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Tabla A3. Partidores usados en este estudio

Nombre Secuencia 5'-3'
AthiAl 00157/FN ACCGCTAGCTAAGGAGGCGAGATCATGGGTGCCTGGC
AthiAl 00157/RH ACCAAGCTTCAATGATGATGATGATGATGATGATGGT TICTGGGCTGTAAACGCATAGC
AthiAl 07018/FN ACCGCTAGCTAAGGAGGGGAAAGCATGTCCAGTCCATTC
AthiAl 07018/RP ACCCTGCAGTCAATGATGATGATGATGATGATGATGACTGTCGCTITCAGGATGAATG
AthiAl 08179/FN ACCGCTAGCTAAGGAGGGTGGGCCATGCAGGTGCGCT
AthiAl 08179/RH ACCAAGCTTCAATGATGATGATGATGATGATGATGTGCATGAATTICCTGCCAGAGACC
AthiAl 08189/FN ACCGCTAGCTAAGGAGGCATCATAATGCTTATTGAAGCTTITITGCCG
AthiAl 08189/RS ACCGCATGCTCAATGATGATGATGATGATGATGATGIGCAGCACTCCCAGTAGCT
AthiAl 08219/FN ACCGCTAGCTAAGGAGGGTGAGTCATGACAGCACAATCAC
AthiAl 08219/RH ACCAAGCTITCAATGATGATGATGATGATGATGATGAGGCAGCAGGCGC
AthiAl 08224/FN ACCGCTAGCTAAGGAGGCATAAAAATGGAACAACTTCTCCAAA
AthiAl 08224/RHL ACCAAGCTTCAATGATGAFGATGATGATGATGATGAGTGGATGAGTTTGCCTGA
AthiAl 09875/FN ACCGCTAGCAGGAGGAATICACCATGGTGAATACCAAGGGATTGAGC
AthiAl 09875/RS ACCGCATGCTCAATGATGATGATGATGATGTTCGCGTTGCTCAAGATG
AthiAl 10484/FN ACCGCTAGCTAAGGAGGTGCAGCGATGAATAGCTCCCIT
AthiAl 10484/RSa ACCGTCGACCAATGATGATGATGATGATGATGATGATGCTGAGTACCATGGCTACAACT
AthiAl 12974/FN ACCGCTAGCAGGAGGAATICACCATGCACACGCUCAGATACACTT
AthiAl 12974/RH ACCAAGCTTCAATGATGATGATGATGATGTTCAGACCTTTCTGCTGA
AthiAl 15675/FN ACCGCTAGCTAAGGAGGGTCAACTATGCGACAGATGGCA
AthiAl 15675/RH ACCAAGCTTCAATGATGATGATGATGATGATGATGATCITTITITTCAGCCGCCAG
AthiAl 00152 F CGTCCATTTATGACCCCAAC
AthiAl 00152 R CGATCTTCTGCAGTCAACCA
AthiAl 00157 F GCTTATCATCGCCAGGAATG
AthiAl 00157R CGAGCTAGATGACTTIGICG
AthiAl 01972 F GAAAGGGTACATCCTTGGAC
AthiAl 01972 R GGTAGGATTATCGAGGATCGGC
AthiAl 01982 F GAAAGGACAGCTCCATTACC
AthiAl 01982 R GTAGATACATCGTCCGGTTCTG
AthiAl 03313 F CAGCTGAAGCGAAAACATGA
AthiAl 03313 R GAGGCATTCTTCGGCACTAC
AthiAl 04113 F GAAAGACCTGCCTATTGACG
AthiAl 04113 R CTTCAGTCTCTACACCCTCTAC
AthiAl 05539F CATTTGCGTAGACAGCCAGA
AthiAl 05539 R ATGATCGCGAATTCATCTCC
AthiAl 06856 F GTGACGGTTTCGGCAACTAT
AthiAl 06856 R ACCAGCGGTTGATACCAAAG
AthiAl 07018 F CCCGTCAATTACAGGGTATG
AthiAl 07018R GACCCGGAATAGACATCAAC
AthiAl 07707 F ACCCTCAGGATCCCTGCTAT
AthiAl 07707 R CATATAGGCAAAGGCGGAAA
AthiAl 08179 F TFCGGCACGCAAAATGTTGGAC
AthiAl 08179 R CTTCCAGCATATCGGCTTTGGGGTT
AthiAl 08184 F CGATTACAGTCAGGGCTTCTAC
AthiAl 08184 R CTICTTCTATGTCACTGACGGG
AthiAl 08189 F CGTAGTATCACTGAATGGGC
AthiAl 08189 R CACTCAGCGAGTATATGGTG
AthiAl 08219F TTAATCGTCGCCGTATGGAG
AthiAl 08219 R TAGTAGGGCGCAGCTTT
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Tabla A3. (Continuacidn).

AthiAl 08224 F ACGTCTCAATCAGCCAC
AthiAl 08224 R GUCGGTCTTGAGCTTGAAATAA
AthiAl 09870 F ACGCAGCAATCICTICTGGT
AthiAl 09870 R AAGCAAGCTTTCACGCAAAT
AthiAl 09875 F ACATCCIGCCAGCTTATIGG
AthiAl 09875 R ATGGGATGATCCTCTGTTGC
AthiAl 10484 F CGAGTGGATTICATGTGAGTG
AthiAl 10484 R GCCTCATCCAGAGTCAGACTATAC
AthiAl 12969 F GGGTGTCGTGCTGTATCCTT
AthiAl 12969 R ACGCTGATCTGCGAAGTTTT
AthiAl 12974 F GACCGGGAGCTGATTATIGA
AthiAl 12974 R ACATTCGTCGGGTACCTCTG
AthiAl 13196 F ACCGAAACCGGATGTCATGT
AthiAl 13196 R GCCAGAATGTCCTGACCAAT
AthiAl 13201 F CTGGTCAAAATCGAGGTCGT
AthiAl 13201 R TTCTCTTCCATCACGCACAG
AthiAl 14219 F TGGCTGAGTTCATTGCIGAC
AthiAl 14219R TCGTCCAAATCCAGCATACA
AthiAl 14626 F ATGCAGGATTTCCAGATIGC
AthiAl 14626 R TGAGTATGTCCCGCACAAAA
AthiAl 15675 F CTGACTCGTCCTACTGAGATT
AthiAl 15675R CAACATCTCACCACCAGAAC
T7 TAATACGACTCACTATAGGG
SP6 ATTTAGGTGACACTATAGAA
pBAD Forward ATGCCATAGCATTTITATCC
pBAD Reverse GATTTAATCIGTATCAGG
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