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Resumen

Acidithiobacillus fenooxidans es una y-proteobacter¡a, Gram-negativa,

quimiolitoautotrófica, capaz de crecer en ión ferroso y una variedad de compuestos

reducidos de azufre como fuentes de energfa. Estas capacidades permiten a

A. fenooxidans participar, junto a otros microorganismos, en los procesos de la

biominería para la extracción de cobre (Cu) y otros metales. Este acidófilo además

puede ser adaptado al crecimiento con mas de 200 mM de CuSO¿. Sin embargo, poco

se sabe de los mecanismos que posee esta bacteria para la res¡stencia a este metal.

Nuestro grupo ha propuesto un mecanismo de resistencia al Cu para A. ferrooxidans

ATCC 23270 basado en el metabolismo de los polifosfatos y también en la

participación de proteínas que permiten la salida directa del metal desde el citoplasma

y periplasma hacia el exterior.

A. fenooxidans ATCC 53993 posee en su genoma una región exclusiva de

alrededor 160 kb clasificada como isla genómica (lG), la cual está ausente en la cepa

ATCC 23270. Esta lG contiene, entre otros genes, distintos marcos ab¡ertos de lectura

codificantes para determinantes de Cu adicionales a los encontrados y compartidos

con la cepa ATCC 23270. Entre ellos están una ATPasa de Cu y un sistema de eflujo

de Cu tipo Cus. Cuando se comparó la capacidad de ambas cepas de A. ferroox¡dans

para crecer en un medio con Cu (no adaptadas previamente al crecimiento con este

metal), la cepa ATCC 53993 resultó tener una mayor resistenc¡a al metal (>100 mM

CuSOa) que la cepa ATCC 23270 (<25 mM CuSOa). También, cuando se mezclaron

cantidades similares de cada cepa en un medio en ausencia de Cu, la cant¡dad relat¡va

del número de m¡croorganismos de cada cepa se mantuvo similar. Sin embargo,

cuando la misma mezcla se creció en un medio en presencia de 50 mM de CuSO¿, la

x t



cepa ATcc 53993 resultó ser la cepa predominante al final del crecim¡ento del cultivo.

Esta gran d¡ferenc¡a de resistenc¡a al cu probablemente se expl¡ca por la presencia de

determinantes genéticos adicionales de resistencia al Cu presentes en la cepa ATCC

53993. La sobreexpresión de algunos de estos genes se confirmó mediante qRT-PCR.

Además, estos genes resultaron ser funcionales ya que cuando se expresaron

heterólogamente en una cepa de E. coll sensible al Cu, aumentaron su resistencia al

metal. Estos resultados sugieren fuertemente que las diferencias en la resistencia al Cu

en dos cepas del mismo microorganismo acidófilo pueden estar determinadas por

pequeñas diferencias en sus genomas. Estas diferencias genéticas presentes en una

lG, le otorgarían al microorganismo que la posee una mejor capac¡dad para adaptarse

al amb¡ente extremo donde se desarrollan.
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Abstract

Acidithiobacillus fenooxidans is a y-proteobacteria, Gram-negative, acidoph¡lic

chemolithoautotroph that can grow ¡n ferrous iron and reduced sulfur species as energy

sources. These capacities allow A. fenooxidans, together with other microorganisms, to

partic¡pate in biomining processes for the extraction of copper (cu) and other metals.

This microorganism can be also adapted to grow in the presence of more than 200 mM

of cu. However, very little ¡s known about the mechanisms that this acidoph¡le uses to

res¡st the presence of this metal. our group has suggested copper resistance

mechanisms for A. ferrooxidans ATCC 2a270 based in poly-p metabolism and also

through the participation of several proteins that allow the direct exit of metal from the

cytoplasm and periplasma to the exterior of the cell.

A. ferrooxidans ATCC 53993 possesses In its genome a region of around 160 kb,

termed a genom¡c island (Gl), wh¡ch ¡s absent ¡n strain ATCC 23270. fhis Gl contains,

amongst other genes, several open reading frames coding for additional copper

resistance determinants, wh¡ch are also found in A. ferrooxidans ATCC 23270.

Amongst these Cu-resistance determinants, a putative copper-ATpase and a Cus

system are found. Furthermore, when comparing the capacity of these two A.

ferrooxidans strains (not previously adapted to coppe| to grow in the presence of

CuSO4, strain ATCC 53993 had a much higher resistance to copper (>lOO mM) than

that of stra¡n ATcc 23270 (<25 mM)- ln addition, when similar amounts of bacteria from

each strain were mixed and allowed to grow in the absence of copper, their respective

final numbers rema¡ned relatively equal. On the other hand, ¡n the presence of copper,

there was a clear overgrowth of strain ATCC 53993 compared to ATCC 23270. This

great difference in cu resistance is most likely explained by the presence of the



additional copper-resistance genes in the Gl of strain ATcc s3gg3. As determined by

qRT-PCR, these genes were up-regulated when A. ferrooxidans ATCC 53993 was

grown in the presence of copper and were shown to be funct¡onal when expressed in

copper-sensitive E coli mutants. These results strongly suggest that the grounds for

reslstance to copper of two strains of the same ac¡dophilic microorgan¡sm could be

determined by slight d¡fferences in their genomes. These genetic differences present in

the Gl, could give these microorganisms a better capacity to adapt to the¡r extreme

environment.



1 lntroducción

Los microorganismos acidófilos se encuentran en distintos ambientes

biogeoquímicos naturales. Ejemplos de estos ambientes son aquellos donde ocurre

lixiviación o solub¡lización bacteriana de minerales. Estos ambientes se G¡racter¡zan

por tener muy bajos valores de pH (1-3) y altas concentraciones de metales pesados

(Dopson y col., 2003). Este proceso de lixiviación bacteriana es desarrollado por

comunidades de microorganismos que han part¡c¡pado en el depósito y solubilización

de metales pesados en la t¡erra por millones de años. Esta habilidad para solub¡lizar

metales ha dado paso a la industria de la biominería. Este proceso se utiliza

industrialmente para la recuperación de metales como el cobre (Cu), cobalto, níquel,

zinc y uranio, los que son extraídos a part¡r de sulfuros ¡nsolubles (Rohwerder y col.,

2003).

Se ha reportado que los microorganismos que part¡c¡pan en los procesos de

biolixiviación poseen altos niveles de resistencia a distintos metales pesados (Johnson

y Hallberg, 2003; Orell y cols., 2010). Ente ellos deslaca Ac¡dithiobacillus fenooxidans.

A. fenooxidans es una bacteria Gram-negativa, quimiolitoautotrófica, capaz de

utilizar el ion ferroso y una variedad de compuestos reducidos de azufre como fuentes

de energía (Valenzuela y cols., 2006). Este microorgan¡smo además puede ser

adaptado para crecer en altas concentraciones de distintos metales pesados y en el

caso particular del Cu se ha descr¡to que puede crecer con más de 200 mM de CuSO¿

en el medio de crecim¡ento (Harvey y Crundwell, 1996).

1.1 Metales pesados en bacterias

Existen metales que son esenciales e indispensables para el desarrollo de los

organ¡smos. Sin embargo, a una alta concentrac¡ón, estos pueden ser tóxicos. Algunos



de estos metales son el cobalto (Co tlll), cobre (Cu []), níquel (N¡ tlll) y el Zinc (Zn [ll]).

Pese a su toxicidad, estos metales pueden acumularse al interior de las células por

sobre los niveles fisiológ¡cos normales debido a la acción de sistemas de transporte

que funcionan inespecíf¡camente. Estas vías son responsables de un ingreso no

controlado de metales pesados al interior de la célula, generándose de este modo una

"compuerta abierta" al espacio intracelular y/o periplásmico de estos microorganismos

(Nies, 1999; Dopson y co|s.,2003).

1.2 Toxicidad del Cu en los microorganismos

Aunque no se conoce la forma exacta por la que el Cu es tóxico para las células, se

cree que posiblemente es por la producción de hidroxilos y radicales (OH.) en una

reacción de t¡po Fenton:

Cu*+ HzOz= Cu*2+ OH-+ OH'

El radical hidroxilo es extremadamente reactivo y puede participar en distintas

reacciones perjudiciales para las moléculas celulares, como por ejemplo, la oxidación

de proteínas y lípidos (Magnani y Solioz, 2007). Por olro lado, el Cu puede ser tóxico

debido a su unión espontánea a proteínas, ácidos nucleicos, polisacáridos y lípidos.

Esto provoca el desplazamiento de metales nativos desde estas estructuras, lo que

consecuentemente lleva a alteraciones en su función. Además, pareciera ser que el Cu

es mas tóxico en condiciones anaeróbicas, posiblemente debido a la reducción del Cu

(ll) a Cu (l). Esta forma puede difundir por la membrana citoplasmática causando una

mayor acumulación de Cu al interior de la célula. Por tanto, no resulta difícil pensar,

que junto con el uso del Cu en los metabolismos bacterianos, tamb¡én surgieron

mecanismos que permit¡esen regular y mantener un nivel adecuado del metal en los

distintos organismos.
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1.3 Homeostasis y resistencia al Cu en Escherichia coli y pseudomonas

syringae pv tomato

A la fecha, los mecanismos descritos para la homeostas¡s y res¡stencia al Cu en

bacterias Gram-negativas, se han reportado con mayor detalle en E. coli y P. syringae

py tomato.

E coll es una bacteria neutrófila que vive en los tractos digestivos de animales de

sangre caliente. Se ha reportado que la concentración de Cu en el duodeno y

estómago de estos animales podría alcanzar hasta los 1O pM (Rensing y Grass, 2003).

P. syringae pv tomato es una bacteria que se aisló por ser resistente al Cu durante la

eliminación de patógenos en tomates infectados con distintos microorganismos.

1.3.1 Eflujo del cu citoplasmát¡co hacia el periplasma a través de ATpasas de

Cu

Las ATPasas de Cu están localizadas en la membrana interna de algunas bacterias

y transportan Cu(l) desde el citoplasma al espacio per¡plasmát¡co (o viceversa) a

expensas de la h¡dróllsis del ATP. Estas proteínas pertenecientes a un subgrupo de las

ATPasas tipo P se caracterizan por el transporte de metales pesados como el Cu*,

Cu'2, Zn*2, Co*2 a través de membranas biológ¡cas y conservan un aminoácido

(aspártico) en el dominio de fosforilación (Argüello y col., 2007). Constan de g

segmentos de transmembrana del tipo o-hélice. En estas proteÍnas ex¡sten domin¡os

conseryados de un¡ón a ATP (GDGIN), fosforilación (DKTGT) y dominios fosfatasas

(TGE). También tienen dos motivos de unión a metales CxxC en la región N-terminal.

Sin embargo, se ha visto que este último dominio no es requerido para su función y

aparentemente no confiere especificidad al metal (Magnani y Solioz, 2007). Otro motivo

importante se encuentra en una o-hélice de transmembrana y está relacionado con la

especificidad al metal transportado por estas ATpasas. En este mot¡vo denom¡nado



"CPx" es común encontrar que el aminoácido próx¡mo a la prolina varíe según la

especificidad al metal. En proteínas transportadoras de Cu es característico encontrar

el motivo CPCALGLA. Otras de las características comunes entre estas ATPasas son

el motivo HP. Éste se encuentra cercano al sitio de unión de ATP y su función hasta

hoy es desconoc¡da (Sol¡oz y Stoyanov, 2003).

En E. coli se ha descrito a CopA como una proteína que transporta Cu desde el

espacio intracelular hacia el periplasma. La expresión de copA es regulada por CueR,

un factor de transcripc¡ón inducido por Cu (l) y AS (l) La expresión de este regulador

es requer¡da para la resistencia al Cu durante el crecimiento de E. coli (Stoyanov y col.,

2001) (Figura 1).

cu (ll)cu (l)

\'c-i \r

," *" \ 1"1_"-^,"_^_^
r;;; \ I;; \ cuss. cusF '-jcusclcusF)cus8) cusA )

Figura 1. Homeostásis del Cu en E. cori. Este metal llega al espacio periplasmático probablemente a
través de por¡nas ubicadas en la membrana externa. CueR es una proteina c¡toplasmática que se activa
en presencia de Cu e induce la expresión de copA y cueo. CopA es una ATPasa de Cu que bombea Cu
(l) hacia el espacio periplasmát¡co desde el citoplasma. Acá el metal puede ser ox¡dado a Cu (ll) por la
oxidasa de Cu CueO. El sistema de dos componentes CUsRS regula la expresión del operón cus. Este
operón cod¡flca el sistema de eflujo CUSCFBA que saca el Cu directamente desde el citoplasma hacia el
espacio extracelular. Figura modiflcada de Rensing y Grass (2003).
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1.3.2 Transporte de Cu desde el citoplasma y periplasma hacia el espacio

extracelular: participación del sistema Cus

El sistema Cus se ha descrito en E. coli como una vía que transporta metales

directamente desde el citoplasma al espacio extracelular usando la fueza protón

motriz como fuente de energÍa. En este microorganismo, los determinantes Cus están

organ¡zados en los operones cusRS y cusCFBA, siendo transcritos en sent¡dos

opuestos. El operón cusRS codiflca para un s¡stema de regulación de dos

componentes, la histidina quinasa CusS y el regulador transcripc¡onal CusR. Los genes

cusCFBA codifican distintas proteínas que conforman un sistema de eflujo de Cu

intracelular y per¡plasmát¡co. Este mecan¡smo cons¡ste de una bomba de membrana

interna, CusA que pertenece a la superfamilia RND (resistencia, nodulación y división

celular); una proteína de membrana de fusión (MFP), CusB y un factor de membrana

externo (OMF) que forma un canal para el tráfico desde el espac¡o per¡plásmico, CusC.

Además, en este operón Cus está codificada la proteína CusF, una chaperona de Cu

periplasmática, que probablemente media la transferencia de Cu desde el espac¡o

periplasmático (Franke y col., 2003) (F¡gura 1).

1.3.3 Oxidación del Cu periplásmico por CueO

CueO es una oxidasa de Cu periplasmática que está relacionada con la res¡stencia

al Cu en E.coli. Esfa proteína participa en la oxidación del Cu (l) a Cu (ll), cambiando Ia

oxidación del metal a un estado menos tóxico. Su expres¡ón, al igual que CopA, está

regu¡ada por CueR y se ha demostrado que ambos genes comparten caracterfsticas

comunes en la secuencia del promotor (Magnani y Solioz, 2007) (Figura 1).
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1.3.4 Plásmidos relacionados con la resistencia a Cu. Pseudomonas syringae

pv tomato

Un sistema de resistencia asociada a plásmidos se encontró por pr¡mera vez en

Pseudomonas syringae pv tomato. La resistencia a Cu reside en el operón

copABCDRS dentro del plásmido pPT23D. A diferencia de los otros mecan¡smos, este

sistema se basa en la retención del Cu y no en la eliminación hacia el medio externo.

De hecho, estas bacterias son capaces de acumular hasta un 12% de su peso seco en

Cu. Aunque el mecanismo exacto por el cual estas protefnas estarían relacionadas con

la resistencia a Cu es desconocido, se cree que este mecanismo une Cu

periplasmático a través de las proteínas CopC, CopD, CopA y CopB. Esta última

proteína ret¡ene Cu en la membrana externa, mientras que CopC transfiere el metal

hacia CopD o CopA. Esta última es una chaperona y oxidasa de Cu que es capaz de

unir hasta 11 átomos de Cu en su estructura. La forma apo-CopA puede recib¡r Cu

desde CopD, pero no se sabe exactamente si el metal pasa por el per¡plasma. En la

regulación de este s¡stema participa CopS, que detecta el Cu per¡plasmático a través

de una posible interacción con las protefnas CopA y CopC. Esta señal es transmitida a

CopR la cual induce la expres¡ón del operón copABCD (Puig y Rees, 2002'¡ (Figura 2).



cuo cu (ll)

? CopB

)**É:-

Figura 2. Homeostasis del Cu en P- syringae. El Cu entra al espac¡o periplasmático de una manera no
conocida. CopC une este metal y lo puede transportar d¡rectamente a CopD. Ademas CopA puede unir y
oxidar Cu en sus 11 sitios de unión. El Cu también puede ser capturado en la membrana externa por
CopB. CopD entregaria este metal a Apo-CopA y no necesariamente a través de intermediarios
citoplasmáticos. En la membrana interna CopS sensaria el Cu por una posible interacc¡ón con las
proteínas CopA y CopC. Esta señal sería enviada a CopR lo que ¡nduciría la expresión del operón
copABCD. Figura modificada de Puig y Rees (2002).

1.4 Resistencia al Cu en A. ferrooxidans

En la actualidad, se sabe muy poco de los mecanismos que poseen los

microorganismos acidófilos para la resistencia a metales pesados. En 1998, se reportó

que una cepa de A. ferrooxidans aislada desde una mina de Cu en Malanjkhand

(lndia), cuando se cult¡va en presencia de Cu en el medio se encontraron diferencias a

nivel químico de la membrana, lo que se atribuye a un cambio de las proteínas que la

constituyen (Das y col., 1998).

También se ha reportado que cuando una cepa de este bacteria a¡slada desde una

mina de Cu y Ni, se expone a Cu (ll) hay una disminución en el número de copias de

plásmid¡os en la célula. Sin embargo, se evidencia un aumento del número de copias

de éste cuando se crece en ausencia de este metal. En este mismo trabajo se observó
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que cuando se complementa una cepa de E. coli con fragmentos de estas estructuras

no hay aumento de la resistencia de esta bacteria al Cu. Esto sugiere que los genes

relacionados con la resistencia a este metal están codificados en el cromosoma de la

bacteria y no en estructuras extracromosomales (Chisholm y col., 1998). Por otra parte,

se ha v¡sto que en experimentos de RT-PCR con partidores al azar, al menos l7 genes

muestran un aumento de la transcr¡pción cuando esta bacter¡a se crece en un medio

con Cu. S¡n embargo, ninguno de estos genes tiene una relación directa con el

metabolismo de este metal y su papel estaría l¡gado a una respuesta indirecta al estrés

en esta bacter¡a (Paulino y col.,2OO2). Recientemente también se ha relacionado la

resistencia al Cu con sistemas de comunicac¡ón bacteriana (Wenbin y cols., 201 l)

Por otro lado, se ha propuesto un mecanismo de resistencia al Cu basado en el

metabolismo de los polifosfatos (Alvarez y Jerez, 2004). Se demostró que cuando

A. ferrooxidans ATCC 23270 se crece en presencia de Cu existe degradac¡ón de

polifosfatos y eflujo de fosfato. Los monómeros de fosfato generados se unirían al Cu

dentro del citoplasma de la bacteria. Posteriormente, este metal-fosfato ser¡a

bombeado fuera de la célula por transportadores de fosfato inorgánico, de manera muy

similar al sistema propuesto en E. coli (Keasling, 1997; van Veen, 1997).

Nuestro grupo h¡zo una búsqueda de posibles determinantes de resistencia a

Cu en el genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270 y comprobó que éstos aumentan su

expresión genética cuando esta bacteria crece en presencia del metal. Además, se

demostró que la expres¡ón heteróloga de algunos de estos determinantes aumentan la

resistencia al Cu de cepas de E coll sensibles a este metal (Navarro y cols., 2009).

Como resultado de este trabajo, se propuso que parte de la alta resistencia al

Cu en A. ferroox¡dans se debe a sistemas de eflujo del metal desde el espacio

intracelular y periplasmático a través de un sistema de eflujo de Cu (tipo Cus). Por otro



secuestro del Cu a través de chaperonas de Cu como CusFery CopC¡¡(Navarro y cols.,

2009).

1.5 A. ferrooxidans ATCC 53993

A la fecha, existe una segunda cepa de A. ferrooxidans secuenciada por el DOE

Joint Genome lnstitute (http://www.jgi.doe.gov/). Esta cepa denominada A. ferrooxidans

ATCC 53993 fue aislada de depósitos de Cu en Armenia.

Las secuencias de los genomas de ambas cepas de A. ferrooxidans, nos permit¡ó

realizar comparaciones a nivel informático. En la tabla I se muestra un resumen con

las caracterÍsticas principales de los genomas de cada cepa.

Tabla 1. Caracteristicas de los genomas de las cepas de A. ferroox¡dans ATCC 23270 y ATCC
53993. Para la cepa A. ferroax¡dans ATCC 23270, los datos se obtuvieron desde la base de datos del
Comprehensive l\¡icrobial Resources (http://cmr.jcvi.org), mientras que para la cepa ATCC 53993 se
obtuvieron desde DOE Joint Genome lnstitute (http://www.jgi.doe.gov/).

A. ferrooxidans ATCC 233270 A. feftooxidans A'lCC 53993

Tamaño

Porcentaje G:C

N" total genes

Genes codif¡cantes de proteinas

Genes hipotét¡cos

GeñeS t-RNA

Genes rRNA

2.982.397 bp

5A,77%

3303 100%

3219 91,45%

757 23,51%

78 2,360/"

2.885.038 bp

58 85%

6 018%

2951

2899

880

46

6

100%

98,24%

29.82%

1,56%

o,2ó/.

Además, cabe señalar que

realizar un alineamiento completo

genoma). Esta diferencia se debe

exclusivas, correspondiente a islas

ferrooxidans.

ambas cepas presentan un 80,5% de similitud al

entre ambos genomas (correspondiente al pan-

mayormente a la presencia de regiones de DNA

genómicas (lG) encontradas en cada cepa de A.
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'1.6 Transferencia horizontal y elementos de inserción en bacter¡as

En procar¡ontes, y a diferencia de organismos eucariontes, gran parte de la

variabilidad genét¡ca se logra a través de mutaciones puntuales, rearreglos en el

genoma y por transferencia horizontal de genes (THG). La THG se produce por

transducción, transformación o conjugación entre bacterias y ha resultado clave para la

evoluc¡ón de los microorganismos. Esto se debe a que esta ¡nformación genética

externa puede cod¡f¡car para nuevas característ¡cas que pueden resultar en una

ventaja adaptativa para el microorganismo receptor.

En general, los fragmentos de ONA que se han transfer¡do desde una bacteria

dadora a una ¡eceptora y que además poseen los genes que cod¡f¡can para los

mecanismos necesarios para su propia conjugación, se engloban en una defin¡ción

más amplia denominada "integrative and conjugat¡ve elements" (lCE) (Frost y cols.,

2005). Bajo c¡ertas condic¡ones, estos elementos pueden escindirse del cromosoma,

replicarse e ¡ntegrarse en un huésped. A diferencia de los plásmidos, estas estructuras

no se mantienen extracromosomalmente. Bajo la categoría de lCE, tamb¡én están las

tG.

En la actualidad se sabe muy poco del origen de las lG, pero se cree que

derivan de plasm¡d¡os integrativos o fagos que perd¡eron los genes necesar¡os para su

prop¡a replicación o transferencia, a cambio de una asociac¡ón mas estable y

heredabilidad al residir en el cromosoma bacteriano (Dobrindt y cols., 2004).

Las lG corresponden a regiones del cromosoma que varían entre los 10 y 200

kb (Juhas y cols., 2008) y que son una fuente flexible de genes en el cromosoma

bacteriano. Entre otras características, las lG tienen un contenido G:C menor al resto

del genoma. Además, generalmente están insertas rio aba.jo de genes de IRNA.

Además, en esta reg¡ón del DNA es pos¡ble encontrar genes homólogos a enzimas
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recomb¡nasas. Estas proteínas pueden ser de las familias de la tiros¡na o serina

recombinasas (Smith y Thorpe, 2002). Sin embargo, la mayor parte de las

recombinasas encontradas en lG (o lCEs en general) corresponden a la fam¡l¡a de las

tirosina recombinasas (Wozniak y Waldor, 2010). También es posible encontrar una

ser¡e de elementos de ¡nserc¡ón (lS) y transposones junto a genes relacionados con los

mecanismos de conjugación, que son necesarios para la ¡ntegración y escisión del

cromosoma bacteriano. Estos elementos dan la posibilidad de transferencia de genes a

otros microorganismos. Además, en esta región es posible encontrar genes que

aumentan la adaptabilidad y versatilidad del microorganismo, pudiéndose clasificar

como de patogenicidad (cuando causan enfermedad en los huéspedes), metabólicas

(cuando otorgan la capacidad de usar fuentes alternativas de carbono o nitrógeno) o de

res¡stencia (cuando otorgan resistencia a metales o antibióticos) entre otras (Boyd y

co|s.,2008).

1.7 lslas genómicas en cepas de A. ferrooxidans

Se ha propuesto que las regiones exclusiva de DNA encontrada en ambas A.

ferrooxidans ATCC 53993 y A. ferrooxidans ATCC 23270 corresponderían a ¡slas

genómicas (lG) (Valdés y cols.,2010). La lG de la cepa ATCC 53993 contiene genes

putat¡vos para la resistencia a metales, entre ellos el Cu (Valdés y cols,. 2010; Orell y

cols., 2010). Debido a que esta reg¡ón de DNA está ausente en la cepa ATCC 23270,

la cepa ATCC 53993 deb¡era ser mas resistente que la primera a la presencia de

metales como el Cu.

Es en este contexto de las diferencias genéticas encontradas entre ambas

cepas que resulta interesante estudiar si los posibles determinantes de res¡stencia al

Cu encontrados en la lG de A. ferrooxidans ATCC 53993 también estarían
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relacionados con ,os mecanismos de resistencia a este metar. De esta forma, es
probable que esta región excrusiva de ra cepa ATcc s3gg3 corresponda a una isra de

resistencia a metales.
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Hipótesis de trabajo.

La expres¡ón de genes adicionales relacionados con la resistencia al Cu

presentes en una isla genómica exclusiva de A. ferrooxidars ATCC 53993, le otorgan a

esta cepa una mayor resistencia al metal comparada con la cepa ATCC 23270, carente

de este elemento genético.

Objetivo general

Estudiar la expresión y funcionalidad de los posibles determinantes de

resistencia al Cu encontrados en una lG de A. ferrooxidans AICC 53gg3.

Objetivos específicos

1. Análisis informático para dilucidar las caracterfsticas genéticas y de secuencia

am¡noacfdica de los pos¡bles determ¡nantes de resistenc¡a al Cu presentes en el

genoma de A. ferrooxidans ATCC 53993.

2. Determinar la capacidad de A. ferrooxidans ATCC 53993 para crecer en

presencia de Cu y comprobar la expresión de los posibles determinantes de

res¡stencia a Cu exclusivos de esta cepa.

3. Comparar la resistencia al Cu entre A. fenooxidans AICC 23270 y A.

ferrooxidans ATCC 53993.

4. Establecer la funcional¡dad de los posibles determinantes de res¡stencia al Cu

encontrados en la lG de A. ferrooxidars ATCC 53993.
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2 Materiales y métodos

2.1 Cepas

Para la realización de esta tesis, se ut¡lizaron las cepas de A. ferrooxidans ATCC

23270 y ATCC 53993, ambas obtenidas desde la colección americana por tipo (ATCC,

USA). Para los experimentos de expresión heteróloga de algunas de las proteÍnas

encontradas en la lG de A. ferrooxidans Afcc 53993, se utilizó E. coliKl2 (Tabla 2).

Tabla 2. Cepas de A. ¡errooxidansy E cori util¡zadas en la presente tes¡s.

Cepa Característ¡cas Referencia

ATCC 53993 ATCC

ATCC29425 ATCC

F- mctA Llmrr-hsdRMs-r?cr.Bc) O8o/acZAtM 15 LtacXT4 recAl tnvitrogen

arcD139 Llara -leu)7697 gatu galK rpsL (StrR) endAl nupc

Derivada de la K12 que carece delgen copA Laboratorio

Cepa AcopA con el plásmido pBAD Este trabajo

AcopAlpgAo copAE."t¡ Cepa AcopA con elptásm¡do pBAD/copA

AcopAlpBAO copA3ar Cepa AcopA con et ptásrnido pBAD/copA3¡r

Este trabajo

Este irabajo

AcUSCFBAÁcueO I cusF3a! Cepa AcusCFBAAcueO con et plásmido pBAD/cusF3li Este trabajo

2.2 Plásmidos

Un resumen de los plásm¡dos usados en este trabajo se presentan en la tabla 3.
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Tabla 3. Plásmidos utilizados para la evaluación de la funcionalidad de
algunos genes de la IG en E cori.

Plásmido Caracteristicas pr¡nc¡pales Referencia

pBAD-TOPO oípBR322,b/a(ApR),araC.

pBAO i cusF orlpBR322, b/a(ApR), arao, cusF (E. col¡K12)

qBAD lcopA oipBR322, b/a(ApR), arac, copA (E. col¡K12)

?BAD I copA1 orlpBR322, bla(ApR), ara?, capAl ai

qBAOI copA2{ oripBR322, bla(ApR), arac, copA2at

?BAD I copA3 ar¡p8R322, bla(ApR), araj, copA3 *
pBAD / c¿./sF3Á/ or¡p8R322, b/a(ApR), arao, cusF3a/

qBAD I cusF4 or¡p8R322, bla(ApR), arac, cusF4at

lnvitrogen

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este traba.io

Este trabajo

Este trabajo

Todos los plásmidos generados en este trabajo derivan del vector pBAD-TOPO

(lnv¡trogen). Entre las princ¡pales características de este vector, está la posibilidad de

clonar directamente un fragmento de DNA obtenido en una reacción de PCR, debido a

la presencia de t¡minas desapareadas en los extremos del vector. Además, la enzima

topoisomerasa unida a este vector perm¡te la unión de un fragmento de DNA con

aden¡nas desapareadas en los extremos. Por otra parte, este vector permite tanto

inducir como reprimir la expresión de genes de interés que contenga, a través de la

inducción o repres¡ón espec¡fica de su promotor con arabinosa o glucosa,

respectivamente.

Entre otras de las características de este vector, está la posibilidad de agregar una

secuencia en el extremo 3' del mensajero clonado, la que es traducida en una

secuencia de poli-histidinas. Esta secuencia posibilita una posterior purificación o

detección de la proteína med¡ante columnas de afinidad o anticuerpos específ¡cos,

respect¡vamente.
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2.3 Condiciones de cultivo

Ambas cepas de A. ferrooxidars se crecieron en un medio de cultivo con ion

ferroso como fuente de energía. Este medio corresponde a una modificación del medio

9K y contiene (g/L): 0,1 de (NHa)2SOa; 0,4 de MgSOa xT H2O;0,04 de K2HpOa x 3 H2O

y 33,33 de FeSO¿ x 7 H2O, ajustándose el pH a 1,4S con H2SOa. posteriormente este

medio se esterilizó en autoclave a 121'c por 20 min. En esta tesis se util¡zaron dos

condiciones de cultivo :

1) Crecimiento en presencia de Cu : Células no previamente expuestas al Cu, se

utilizaron como inóculo en medios 9K (Hierro) en presencia de 5, 25, 50 y 100 mM de

CuSO¿.

2) Crecimiento de células adaptadas al Cu: para obtener estos cultivos

adaptados al Cu, se part¡ó con un inóculo de células que nunca habían estado en

contacto con cu y se realizaron subcultivos sucesivos en los que la concentración de

CuSOa se fue aumentando en 10 mM cada vez. De esta forma se llegó a las

concentraciones finales de 5, 25 y 100 mM de CuSO¡.

En ambos casos, las células se crecieron a 30"C con agitación rotatoria (1SO rpm)

hasta llegar a la fase exponencial tardía de crecimiento, donde se colectaron y lavaron

para su utilización ¡nmediata en experimentos. Para obtener d¡stintas concentraciones

de Cu, se utilizó una solución 1 M de CuSOa filtrada (Millex GV 0,22 ¡rm, Durapore). El

crec¡miento se determinó mediante el recuento celular utilizando una cámara petroff-

Hausser y el microscopio óptico Olympus 8X50.

Para el crecimiento de las distintas cepas de E cor, se utilizó el medio LB que

contiene (g/L): 10,0 de tr¡ptona, 5,0 de extracto de levadura, 5,0 de cloruro de sodio y

finalmente el pH se ajustó a 7,0 con una solución de Nacl. para la determinación de la

concentración mínima inhibitoria (MlC) de las cepas de E. coti ut¡lizadas, se usaron
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diluciones desde una solución de CuSO¿ '100 mM filtrada (MillexGy 0,22 pm,

Durapore). El rango de metal ut¡lizado fue desde 0 hasta 3,5 mM de CuSOa, en

intervalos de 0,25 mM de Cu. Las células se crecieron a 37. C con agitación rotatoria

por 14 -16 h en tubos de ensayo de 5 ml. Posteriormente, se determinó el crecimiento

celular por la medición de la ODooo en un espectrofotómetro Thermo Spectronic

(Thermo, USA).

2.4 Técnicas de Biología Molecular

2.4.1 Extracción de DNA

Se crec¡ó un cultivo (200 ml) de A. fenooxidans hasta la fase exponencial

tardía. Posteriormente, las células se colectaron por centrifugación a 7500 x g por

20 min y se lavaron con I ml de una soluc¡ón de agua ácida (H2SOa, pH = 1,5) y dos

con I ml de una solución de citrato de sodio 10 mM pH = 7. Estos lavados tienen como

finalidad limpiar las células del medio de crecimiento y de Fe3*. Luego, para extraer el

DNA, se utilizó el "k¡t' "W¡zard@ Genome DNA purification kit" (Promega, USA), según

las recomendaciones para bacter¡as Gram-negativas. Este se basa en la lisis celular

seguido de una digestión enzimática del RNA y con una posterior precipitación del DNA

genómico con isopropanol y solubilización final en agua.

En el caso de las células de E. coli, se inocularon cultivos en 5 ml de med¡o LB

a una dilución 'll100 y crecieron por 14-16 h a 37'C. Posteriormente, se colectaron las

células de '1,5 mL del cult¡vo a 7000 x g. Finalmente, el DNA se extrajo al igual que en

el procedimiento anterior.

2.4.2 Purilicación de plásmidios de DNA

Células de E. coll transformadas con los plasmidios de interés se inocularon en

5 ml de medio LB a una dilución 1/100 y se crec¡eron por 14-16 horas a 37'C.
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Seguidamente, se colectaron las células presentes en 3 ml de cada cultivo por

centrifugación a 10000 x g por 2 min. Posteriormente, para la purificación de los

plasmidios se siguió el protocolo sugerido por el fabricante para el 'kt' "E.Z.N.A.

plasmid kit ll". Este "kit" se basa en el método de la lisis alcal¡na, pero además usa una

mini columna que permite separar el DNA de otras macromoléculas.

2.4.3 Cuantificación del DNA

La cuantificación del DNA genómico de A. fenooxidans se realizó por la medición

de la absorbanc¡a a 260 nm (A26e) en el espectrofotómetro de multi-volúmenes Epoch

(Biotek, USA). Se utilizó una dilución de 50 veces del DNA obten¡do prev¡amente. Se

consideró la relación 1 OD26¡ = 50 Ug DNA/mL y la pureza se determ¡nó obten¡endo la

razón de A,zoolAzeo. Se utilizó una preparación de DNA genómico con una razón

Azoo/Azeo > 1,8 lo que se cons¡dera con una baja cantidad proteínas.

2.4.4 Electrofores¡s de DNA en geles de agarosa

Para comprobar la cal¡dad del DNA genómico o los fragmentos de DNA

amplificados por PCR o PCR en tiempo real, se realizaron electroforesis en geles de

agarosa ál 1olo en TAE 0,5X (20 mM Tris-acetato pH 8,0; 0,5 mM EDTA). Todas las

muestras se mezclaron con amortiguador de carga 6X (0,25 % de bromofenol,40 o/o

sacarosa) y se separaron a 100 V por 20 min. Finalmente, los geles se tiñeron por 10

min en una solución de bromuro de etidio (0,2 Ug/mL). Los geles con las muestras ya

separadas se visualizaron por la fluorescencia emitida bajo luz ultravioleta de 320 nm.

2.4.5 Purificación de fragmentos de DNA obtenidos por PCR

Los distintos productos de PCR se separaron por electroforesis en un gel de

agarosa según (2.4.4) y posteriormente se pur¡ficaron desde este gel med¡ante el "kit"

de purificación 'E.Z.N.A. Gel Extraction Kit" (Omega Bio Tek). Básicamente, se corta
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desde el gel de agarosa la región que contiene la banda de interés. posteriormente, la

agarosa se disuelve y se transfiere la mezcla a una columna donde el DNA queda

retenido. Posteriormente, el DNA se lava y eluye con agua nano pura precalentada.

Finalmente, se conserva esta fracción para futuros usos a -20"C.

2,4.6 Diseño de oligonucleótidos para las reacciones de pGR y pCR en tiempo
real

Para amplificar fragmentos específicos de cada uno de los genes en estudio se

diseñaron partidores usando la secuencia anotada del genoma de A. ferrooxidans de

las cepas ATCC 23270 y ATCC 53993. El diseño se real¡zó utilizando el programa

WEB Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) y se sintetizaron por la empresa

Eurofins MWG Operon (www.operon.com). En general, se escogieron partidores de

entre 18 a 20 nucleótidos, con un contenido guan¡na-citocina de al menos SO%, con

estructuras secundarias débiles y que perm¡tieran obtener un amplificado de entre loo

y 250 pb para cada pareja. Posteriormente, se comprobó que cada una de las pasas

de partidores amplificara un fragmento específico para cada ORF utilizando la

herramienta BLAST. Las secuencias de todos los partidores utilizados están en la tabla

A1 (Anexo 't ).

2.4.7 Reacciones de PGR

Para comprobar la especificidad de los partidores diseñados se realizaron

reacciones de PCR en un volumen de 25 pl. En general, para cada reacción se usaron

5 UL de amortiguador 5X'Green Go taq buffed' (Promega), 1 ng de DNA, O,S UM de

cada pareja de partidores, 0,2 mM de dNTPs, 3 mM de MgCl2 y 0,5 U de fag DNA

pol¡merasa "Go Taq' (Promega). Para la amplificación se utilizó un programa con

desnaturalización inicial de 3 min a 95'C, 30 ciclos con 30 s a 95.C, 30 s a 5S-60.C
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(según la pareja de partidores), 0,5 a 1,5 min de extensión a72'C (según el tamaño del

amplificado) y finalizando con un paso de 10 min a 72'C.

También se realizaron reacciones de PCR para comprobar la ¡nexistenc¡a de

contam¡nación con DNA en la síntesis de CDNA. Para esto se amplificó un fragmento

del gen I 6S rRNA usando como molde el cDNA obten¡do con y sin enzima

transcriptasa reversa. De esta manera se buscó la presencia de un producto especlfico

de amplificación en la reacc¡ón que contiene la enzima. Para esto se usó una dilución

1/10 del cDNA obtenido y se siguió un programa de amplificación similar al anterior

pero con 40 ciclos en lugar de 30.

2.4.8 Reacciones de PCR en t¡empo real

La cuant¡f¡cación de la expresión de los determinantes de resistencia a Cu de

ambas cepas de A. ferrooxidans se realizó utilizando la técnica de PCR en tiempo real.

Se usó el sistema Corbett rotor gene 6000 (Corbertt Research) y las reacciones se

hicieron en tubos del tlpo 'Strip tube" de 0,1 ml (Corbett Research) con un volumen

final de 15 ¡rl para cada reacción. Para cada una de las mediciones se usó I Ul de una

dilución 1:10 de cada cDNA previamente obten¡do y 1:200 para el caso del l6S rRNA,

1,0 pM final de cada partidor, y 7,5 pl de "master mix" "Rotor-Gene SyBR Green pCR,,

(Qiagen). En general, para cada pareja de partidores se utilizó el siguiente programa:

10 min de desnaturalización inicial a 95'C, 30 ciclos con 1S s a gS.C, 30 s a 6O.C para

la h¡bridación de partidores y síntesis del fragmento específico. Durante el mismo

ensayo, se comprobó la especificidad de los fragmentos amplificados a través de un

análisis de fusión realizado en el mismo equipo. Este anális¡s m¡de Ia fluorescenc¡a de

cada reacción a medida que aumenta la temperatura. posteriormente, se determina la
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razón de cambio de la fluorescencia con la temperatura, la cual se grafica en función

de la temperatura.

2.4.9 Cuantificación de transcritos por PCR en tiempo real

Para el análisis de la transcripción de los determinantes de resistenc¡a al Cu de

ambas cepas, se cuantificó la expresión total de los transcritos mediante PCR en

tiempo real. Este método se basa en la relación que existe entre el aumento de la

fluorescencia en las reacciones de PCR que usan el fluoróforo SYBR GREEN. Esta

molécula se intercala en las moléculas de doble hebra, de manera que a medida que

aumenta el número de estas moléculas en una reacción de PCR, también lo hará la

fluorescencia. El equ¡po de PCR en tiempo real detecta el ciclo en el cual la

fluorescencia de una reacc¡ón sobrepasa el nivel basal. Este c¡clo se llama "cicle

treshold' o CT.

En este trabajo se utilizó el método de la cuant¡ficac¡ón absoluta para la

cuantificación de transcritos (Roche, technical note). Para esto, se realizaron 5

diluciones ser¡adas desde 10 ng de DNA hasta 1 pg de DNA genómico de A.

ferrooxidans. Estas diluciones seriadas se utilizaron paÍa rcaliz las curvas de

calibración para cada par de part¡dores utilizados. Al graficar el CT obtenido para cada

dilución versus el logar¡tmo de la concentración de DNA, es posible obtener una

aproximación lineal. Al determinar el valor de CT para una muestra de concentración

desconocida, podemos usar la ecuación de la recta previamente calculada para

determinar la concentración de DNA de esta muestra. Con este valor de concentrac¡ón

obtenido, podemos utilizar la siguiente estrategia para obtener el número de copias de

transcritos en la muestra analizada (Whelan y cols., 2003):
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2.4.10 Cuant¡f¡cac¡ón específica de las cepas ATCC 21270 y ATCC 53993 de A.

ferrooxidans c¡ecidas en mezcla

El método previamente descrito (2.4.9) también se utilizó para la cuantificación

individual de cada cepa en un cultivo que contiene una mezcla de ambas cepas. para

esto, primero se inoculó un medio fresco con una cantidad equivalente de células

(aproximadamente 5x106 células/ml de cada cepa). Cultivos control y con S0 mM de

cusoa se crec¡eron hasta un conteo final de alrededor 2x108 células/ml y se colectaron

para la extracción del DNA genómico total según el punto 2.4.1 . previamente, se

diseñaron part¡dores específ¡cos para cada cepa utilizando genes exclusivos

encontrados en cada cepa (ATCC 23270: Afe1i34; ATCC 53993: Lfero167) (Figura

A1). se consideró que la copia de un gen equivale a un genoma bacteriano y por tanto

a la presencia específ¡ca de una cepa de A. fenooxidans. Las cantidades obtenidas de

cada cepa en las condiciones ensayadas se utilizaron para determinar la abundancia

relativa de cada cepa en las mezcla de cultivos anal¡zados (Tabla A3).

2.4.11 Amplificación específica de genes desde el DNA genómico de A.
ferrooxidans ATCC 83993

con el el fin de amprificar especfficamente los genes de ¡nterés y evitar una

amplificación cruzada, se realizaron pCRs anidados. En una primera etapa, se

amplificó una región aledaña a los genes de interés presentes en la lG y así como

también para otros genes presentes en el resto de genoma. El propósito de este
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procedimiento fue lograr la amplificación especffica de cada gen, debido a la alta

sim¡litud de secuenc¡a entre estos ellos.

Para esto se utilizaron los partidores mencionados en la tabla A'1. Para la reacción

de PCR se utilizó la enzima'Platinum Pfx DNA Polymerase" (lnvitrogen). Se ocupó el

programa sugerido por el fabricante, ajustando el t¡empo de extensión según el tamaño

de los productos de ampl¡f¡cación. Una vez ampllficados los d¡stintos fragmentos de

DNA, cada fragmento amplificado se separó por electroforesis en un gel de agarosa

(2.4.4) y se purificó cada fragmento (2.4.5).

Este producto de PCR purificado se utilizó como molde para una segunda reacción

de PCR donde se utilizó un segundo par de partidores especfficos para la amplificación

completa de cada gen.

Posteriormente, se agregaron adeninas en los extremos de los productos

purificados. Para esto, se utilizaron un total de entre 20 y SO ng de producto de pCR

purificado,2 pl de 5X Gotaq Reaction Buffer,2 Ul de una solución 1 mM de dATp,0,5

pl de "Gotaq Flex¡ Polymerase" y 0,6 til de MgCl2 (2S mM) y agua hasta completar los

10 ¡tl. La mezcla se incubó a 70o C for 20 minutos y se usó 1 pl para las futuras

reacciones de clonamiento en el vector pBAD-TOPO.

2.4.12 Clonamiento de genes en el vector pBAD-TOpO

Una vez obten¡dos los fragmentos de DNA correspondientes a los genes de interés,

se clonaron en el vector pBAD-TOPO. Para esto se tomaron 0,5 pl del vector (S ng de

DNA), 1 ¡rl del producto purificado anteriormente (10-20 ng de DNA aproximadamente),

1 yl de una solución salina (1,2 M NaCl y 0,06 MgClr) y agua nanopura hasta

completar los 6 pl. La reacción se dejó incubar por 30 min a temperatura ambiente

(2soc).
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2.4.13 Transformac¡ón de cepas de E. coli

El producto de la reacción de clonam¡ento entre el vector pBAD-TOPO y los genes

de interés, se utilizaron para la transformación por "shock" térmico de la cepa "One

Shot TOP10" (lnvitrogen) de E. coli. Para esto, se incubaron 50 pl de células, 3 ¡rl del

producto de ligación y se incubó en hielo por 30 min. Seguidamente, esta mezcla se

incubó a 42"C pot 45 s y luego 5 min en hielo. Posteriormente, a esta reacción se le

agregó 250 pl de medio S.O.C (20lo tr¡ptona, 0,5% extracto de levadura, 10 mM de

NaCI,2,5 mM KCl, 10 mM MgCh, 10 mM MgSO4,20 mM glucosa) y se incubó por I h.

F¡nalmente alícuotas de 30 Ul de esta mezcla se esparció en medios sól¡dos de LB

suplementados con ampicilina (l 00 mg/l).

Alternativamente, otras cepas de E. coli se transformaron por electroporación.

Primero, a partir de un cultivo de 50 ml en fase exponencial de crecimiento (DOeoo =

0,6) se colectaron todas las células a 7500 x g por l0 min a 4'C. Posteriormente, se

realizaron 5 lavados con agua bidestilada estéril siempre centrifugando a 7500 x g a

4'C. Finalmente, las células se resuspendieron en 1 ml de agua estéril y se hicieron

alícuotas de 50 pl, para poder así concentrarlas.

En un segundo paso, se mezclaron 50 ¡rl de las células prev¡amente preparadas y

se mezclaron con 1 pl del DNA plasmidial (10 ng DNA) en una cubeta para

electroporación de 1 mm de paso. Seguidamente, se utilizó el programa preestablecido

para la transformación de E. col¡ en el eletroporador 'BIORAD" para cubetas de 1mm.

Finalmente, las células electroporadas se crecieron por t h en 1 ml de medio LB a

37'C con agitación rotator¡a. Finalmente, se esparc¡ó un volumen de 100 pl sobre

med¡o LB sólido con ampicilina (100 mg/l) y se crec¡ó toda la noche a 37'C.
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2.4.14 Anális¡s de colonias transformantes.

Las colonias resultantes de los eventos de transformación se sometieron a distintos

ensayos con el f¡n de comprobar la existencia del fragmento de DNA correctamente

clonado en el vector pBAD-TOPO.

Primero, se seleccionaron d¡stintos clones y se sembraron formando parches de

alrededor 1 cm2 en placas con med¡o LB sól¡do y ampic¡lina.

En algunos casos y con el fin de comparar la migración de los plásmidos mediante

electroforesis en un gel de agarosa, se usó una revisión rápida de dist¡ntos clones

obten¡dos. Esta consiste en una extracción rápida de ácidos nucleicos y comienza con

la resuspensión de una sección del parche de células previamente crecido, en 40 pl de

una solución con sacarosa 0,'18 M, Tris-HCl 3,2 mM (pH 7.0) y azul de bromofenol a pH

7. Posteriormente, a esta mezcla se le agregan 15 pl de fenol cloroformo básico (fenol

saturado básico 50%, cloroformo 48% y alcohol isoamílico 2%) (Winkler). Luego, cada

tubo se agitó por 20 s en un vortex para después centrifugar a 12000 x g durante 2

min. Seguidamente, se separaron 15 ¡ll de la fase acuosa mediante electroforesis en

un gel de agarosa al 1% según las ¡ndicac¡ones del punto 2.4.4. Med¡ante este técnica

es posible analizar la presencia de plasmidios con insertos, debido a ta migración

diferencial con respecto a un plasmidio sin inserto.

Alternativamente, para comprobar la orientación de un fragmento dentro del vector

pBAD-TOPO se realizó un PCR para colonias individuales de E. coÍ. Este

procedim¡ento cons¡ste en la amplificación de un fragmento específico de la

construcc¡ón de DNA esperada. Para esto se eligió un partidor (directo)

complementar¡o a una región rfo arriba del inic¡o teórico del clonam¡ento (en el vector

pBAD-TOPO) y otro partidor (reverso) complementario al gen de interés clonado en el

vector. La ¡dea es obtener un producto amplificado que abarca una secc¡ón del

25



plasm¡d¡o y otra del gen gen clonando. La reacción se real¡zó de acuerdo al punlo 2.4.7

pero con una extensión en el tiempo de la desnaturalización inicial de 10 min y una

extensión según la longitud de cada gen clonado.

F¡nalmente, los clones seleccionados para los distintos ensayos microbiológicos se

secuenciaron en la empresa Macrogen, Korea. De esta forma se aseguró la identidad

de cada clon.

2.5 Técnicas con RNA

2.5.1 Extracción del RNA total

Se extrajo el RNA total de A. ferrooxidars utilizando una versión modificada del

método de TRlzol (lnvitrogen). Este react¡vo es una soluc¡ón de fenol ácido e

isotioc¡anato de guanidinio propuesto como una mejora del método original de

Chomczynski y Sacchi (1987). El fenol ácido permite la part¡c¡ón del RNA en la fase

acuosa y el isotiocianato de guanidinio la desnaturalización de proteínas como las

RNasas. Para la extracción del RNA se usaron células en fase exponencial tardía de

crecim¡ento. Primero se colectaron las células por centrifugación a 5500 x g por 30 min

a 25'C. Poster¡ormente, las células se lavaron una vez con agua ácida (H2SOa pH =

1,5) y luego con c¡trato de sodio l0 mM pH = 7,0. Se usó entre 10 a 20 mg de peso

húmedo de células y se resuspendieron en 300 pl de una solución de lisis celular

(acetato de sodio,0,02M pH = 5,5; SDS 0,5%; EDTA, 1 mM). A cada resuspensión

celular se le agregó I ml de soluc¡ón de TRlzol (lnvitrogen) y luego se resuspendió

toda la mezcla en un tubo Eppendorf de 2 ml, dejándose incubar por 5 min a

temperatura ambiente. lnmediatamente se agregaron 200 ul de cloroformo y se incubó

nuevamente por 2 min a temperatura amb¡ente. Segu¡damente se centrifugó a 12000 x

g por 15 m¡n a 4"C y se recuperó la fase superior acuosa que cont¡ene el RNA.
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Después se precip¡tó el RNA usando 1 volumen de isopropanol 100% y 0,5 volumen de

una solución de cloruro de sod¡o 1,2 M y citrato de sodio 0,8 M dejándose incubar la

mezcla a 4'C por 20 min. Luego de la precipitaeión, se recuperó el RNA por

centr¡fugación a 15700 x g por 20 m¡n a 4'C. Finalmente, el RNA se resuspendió en

'15 pl de agua DEPC.

Para eliminar la pos¡ble contaminación por DNA, el RNA se trató con aU (2 pl) de

DNasa libre de RNasas "TURBO DNA-free" (Ambion) por 60 min a 37'C. Se usó un

volumen final de 100 pl y se siguió el protocolo sugerido por el fabricante.

2.5.2 Electroforesis de RNA en geles de agarosa

Para comprobar la calidad del RNA obtenido se realizaron electroforesis en geles

de agarosa al 1,8% en TAE 0,5X (20 mM Tris-acetato pH 8,0; 0,5 mM EDTA). Todas

las muestras se mezclaron con amortiguador de carga 6X (0,25 % de bromofenol,40 o/o

sacarosa) y se separaron a 50 V por 35 m¡n. F¡nalmente, los geles se t¡ñeron por 10

min en una solución de bromuro de etidio (0,2 Ug/mL). Las distintas muestras cargadas

se visualizaron por la fluorescencia emitida bajo luz ultravioleta de 320 nm.

2,5.3 Cuantificación del RNA

Para determinar la concentración del RNA se midió la Azoo en el espectrofotómetro

de multi-volúmenes Epoch (Biotek, USA), utilizando la relación 'l OD260 = 40 F9

RNA/mL y la pureza se determinó obteniendo la razón de Azoo/Azao. Se utilizaron

preparaciones de RNA con una ¡azón AzaolAzao > 1 ,6 (descr¡to para RNA resuspendido

en agua DEPC (Wilf¡nger y col., 1997)). La determinación de la concentración del RNA

se realizó justo antes de la reacción de transcripción inversa.
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2.5.4 Transcripción inversa

Para la obtención del cDNA en cada cond¡ción de estudio se rearizó una

transcripción inversa del RNA extrafdo. Se ocuparon 0,9 ¡rg del RNA y 0,5 pg de hexa_

desoxinucleótidos al azar (Random hexamer primer, promega). En una primera parte

se incubó una mezcla de 5 ¡.rl que contiene el RNA y los partidores a 70"C por 5 min

para la desnaturalización de las estructuras secundarias del RNA y facilitar así la

hibridación de los partidores. Posteriormente, se incubó en hielo por 5 min donde se le

agregó l5 pl de una mezcla de amortiguador "lmprom-||,,Ex (promega), dNTps 0,5 mM

cada uno, 3mM de MgCl2, y 1 U de la transcr¡ptasa reversa (TR) ,,lmprom-11,,

(Promega). La reacción de srntesis incluyó una incubación iniciar por 10 min a 25'c

para inducir la unión de los partidores y luego la síntesis se realizó por t h a 42"c para

luego finalizar con un paso para lograr la desnaturalización de la transcriptasa reversa

por 15 min a 70'C.

2.6 Técnicas microbiológicas

2.6.1 Halos de inhibición

Los clones obten¡dos de la transformac¡ón de células E coli TOp10 con los

vectores pBAD-ToPo, se crecieron toda la noche en medio LB líquido suplementado

con ampicilina. Este cultivo se diluyó 1oo veces y se inoculó sobre medio LB liquido

fresco para ser incubado a 37'c hasta alcanzar una oDooo de 0,6. Este cultivo se d¡luyó

l0 veces y se esparcieron 100 ¡-rl sobre una placa de agar LB con ampic¡l¡na (100 mg/l).

Poster¡ormente, se depositó un disco de papel filko (0,6 cm de diámetro) en el centro

de la placa y se le agregaron '10 pl de una soluc¡ón 1M de CuSO¿ estéril.

Posteriormente, Ias placas se incubaron por 1g h a 37"c y se comparó el área de

inhibic¡ón del crecimiento alrededor del disco de papel filtro con Cu.

28



2,6.2 Evaluación de la concentrac¡ón mínima inhibitoria de Cu para algunas

cepas de E coli
Se determinó la concentración mÍnlma inhibitoria (MlC) para las distintas cepas de

E. coli desarrolladas en este trabajo (Tabla 1). Pr¡mero, se crecieron cultivos toda la

noche de cada una de las cepas y se usaron como inóculo para evaluar la MIC en los

distintos clones ensayados. Se inoculó sobre med¡o LB suplementado con amp¡c¡lina

100 mg/l y arabinosa o glucosa al 0,'lo/o. Además, se agregó una solución de CuSO¿

estéril en un rango de 0,2 a 3 mM. Cada ensayo se incubó por 16 h a 37"C con

agitación rotatoria de 150 rpm. Finalmente, se m¡díó la ODsoo y la MIC se cons¡deró

como la concentración de sulfato de cobre que ¡nh¡be el 50% del crecimiento de un

clon particular (en relación a la OD6ee medida).

2.7 Métodosinformát¡cos

2.7.1 Comparación informática de las secuencias analizadas

Se comparó la secuencia primaria de las posibles protefnas relacionadas con la

resistenc¡a al Cu de A. ferrooxidans ATCC 53993 con proteínas que part¡c¡pan en la

resistenc¡a a este metal en A. fenooxidans ATCC 23270 y en otros m¡croorganismos.

Las secuencias nucleotídicas paru A. ferrooxidans ATCC 23270 se obtuvieron desde la

base de datos del (http://cmr.jcvi.org4, m¡entras que para la cepa ATCC 53993 se

obtuvieron desde (http://www.jgi.doe.govi)- Para E. coli y P. siryngae las secuencias se

obtuv¡eron desde el s¡tio Web del "National Center for Biotechnology lnformation"

(NCBI) (http:/ ivww.ncbi.nlm.nih.gov/).

Las comparaciones de las secuencias de aminoácidos entre las distintas proteínas

se realizaron con el software "Geneious" (http://www.geneious.com). Este programa

recopila distintas herramientas bio-informáticas para el estudio tanto de secuencias

asiladas de genes como para secuenc¡as completas de genomas. A través de la
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3 Resultados

3.1 Características de la isla genómica de A, ferrooxidars ATCC 53993 .

Un análisis detallado muestra que la secuencla exclusiva de la cepa ATCC

53393 se inserta después del ORF lfen0127 (Afe2898 en la cepa ATCC 23270),

anotado como una enzima relacionada con el metabolismo de los I-RNA (tipo MiaB)

(Figura 3A) y antes del ORF Lferr0229 (Afe2897 en la cepa AfCC 23270), anotado

como un gen relac¡onado con la fijac¡ón de nitrógeno (Nif-U) (Tabla A2).

Por otra parte, en esta región de DNA exclusiva de la cepa ATCC 53993 es

posible encontrar d¡stintos elementos característicos de las islas genómicas (lG)

descr¡tas en otros microorganismos. Entre ellos están: estar inserta a continuación de

un gen relacionado con el metabolismo de los tRNA y contiguo a un gen que codifica

para una resolvasa (familia serina resolvasas).

La región exclusiva de la cepa ATCC 53993 tiene un porcentaje G:C promedio

de 57,2o/o, m¡entras que el porcentaje G:C promedio del genoma sin la lG es de 58,9ol0.

Adicionalmente, es posible encontrar otros ORFs anotados como recombinasas

del tipo integrasas y transposasas. Los ORFs Lferro180 y Lferrol81 están contiguos y

anotados como transposasas asociadas al elemento de inserción lSPsyl4 (94o/o de

¡dent¡dad con el lSPsy14 del genero Pseudomonas) y a una integrasa respectivamente.

El ORF Lferr0215 también está anotado como una integrasa. Además, se encuentran

una serie de ORFs anotados como transposasas de la familia lS4 (Lferro150, Lferro196

y Lfen0201). Además, es posible encontrar elementos de transpos¡c¡ón del tipo Tn-7.

Los ORF Lferr0144 y Lferr0221 codifican para las proteínas C y B de este elemento

respectivamente y el ORF Lferro145 para una recomb¡nasa tal vez relac¡onada con

este elemento de inserción.
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También, en esta región se encuentran una serie de componentes relacionados

con la conjugación y que pertenecen al sistema de secreción tipo cuatro (SST4)

(Lferr0242,Lfer¡0244,Lferr0247, Lferr0249, Lferr0251, Lfen0256, Lferr0257, Lfen0259

y Lfen0262) (Tabla A2).

Por otra parte, es posible encontrar una serie de ORFs relacionados con la

resistenc¡a a metales como el mercur¡o, cobre y otros. Para el primer metal, es posible

encontrar reguladores transcripc¡onales de la famil¡a MerR (Lferro159 y Lferr0l64),

transportadores de membrana interna de mercurio MerC (LferrOl60 y Lfen0163) y una

mercurio reductasa (LferrO162) (Figura 3A, inferior).

En el caso del Cu es posible encontrar un gen que codiflca para una ATPasa de

Cu (LferrO167, de ahora en adelante copA3x¡), un sistema de eflujo tipo Cus (Lferr0170,

Lfer¡O17'1, Lfeff0172 y Lferr0174, ahora cusC3¡r, cusB3x, cusA3a¡ y cusF3x

respectivamente), una chaperona de Cu tipo CusF (Lferr0'199, ahora cusF4¿) y una

ATPasa de eflujo de metales (Lfen01 86) (Figura 3A, inferior).

También es posible encontrar una ATPasa tipo P (Lferr0209) que posiblemente

esta relacionada con Cd/ZniPb y Hg.

3.2 Determinantes de res¡stencia al Cu en ambas cepas de A. ferrooxidans

Una comparación entre los genomas de ambas cepas, muestra que conservan

los mismos determinantes de resistencia al Cu ya descritos anteriormente (Navarro y

cols., 2009) (Figura 3 B).

En el genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270 existe un segundo s¡stema de

eflujo tipo Cus (Afe0668, Afe0669 y Afe0671), pero interrumpido por una transposasa

(Afe0670). Esta transposasa no está presente en este segundo sistema tipo Cus en la
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cepa ATCC 53993. Un resumen comparativo de los determinantes de resistencia al Cu

de ambas cepas de A. ferrooxidans se detalla en la tabla 4.

Tabla 4. comparación de los determinantes de res¡stenc¡a al cu presentes en ambas cepas de
A- ferrooxidans-

ATCC
53993
ORF

ATCC
23270 oRF

Func¡ón
anotada

Funcióñ
propuesta Referenc¡as

Lietr2O57

Lferr0174

Lferr0'Í 99

Lferrl6'18

Lferr2061

Lletrl171

Afe0667

Ausente

Ausente

Afe1143

Afe0669

Ausente

Proteína

h¡potetica

Chaperona

de Cu tipo

cusF

cusFl u
cusF2ar

cusF3ar

cusBlar

cusB2e¡

cusB3al

ProteÍna fusión

de membrana

(fam¡lia RND)

Prole ina

tipo CusB

3.3 Análisis de los determinantes de res¡stencia al Cu adicionales de la cepa

ATCC 53993

3.3.1 ATPasas de Cu y metales pésados

Dentro de los determinantes de resistencia al Cu adicionales encontrados en la

lG de A. ferrooxidans ATCC 53993, está la ATPasa de Cu (CopA3¡). La secuencia

am¡noacíd¡ca codificada por este gen presenta un 92% de identidad con la ATPasa

CopAla¡ y 93% con CopA2rr de A. ferroox¡dans ATCC 23270. Por otra parte, CopA3*

34

ATPasa de Cu

tipo P

2008,

Navarro y cols., 2009; Luo y cols., 2008

Valdés y cols., 2010

Lferr2066

lfeÍ2404
Lferú167

Afe0663

Afe0329

Ausente

AIPasa de

Cu tipo P

copAl ar

copA2Ar

copA3al

Navarro, et al., 2009

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Lferl6l9
lleÍ2062

Lferr0170

Afel142

Afe0668

Ausente

Proteína

membrana

externa eflujo

cusol af
Proteína

cusC2or
tlpo CusC

cusC3,i

Navarro, et al., 2009

Esta iesis

Esta tesis

Navarro, et al., 2009

Esta tesis

Esta tes¡s

Lfer1617

Lfer12060

LleÍ0172

Afe1144 Bomba eflujo

Afe067'1 metales

gesados
Auseñte

(familia CzcA)

Proteína

tipo CusA

cusAl ar

cusA2¡t

cusA3a¡

Navarro, et a1.,2009

Esta tesis

Esta tesis



también presenta los domin¡os característ¡cos entre las ATPasas de Cu, entre ellos el

de translocación característ¡co para este metal: CPHALGLA.

Por otra parte, la ATPasa de metales pesados (LferrO186), tiene un dominio de

translocación (CSCSFAIA) que no coincide con otros dominios prev¡amente descritos

para metales, como el Cu/Ag (CPHALGLA o CPCALGLA) o Hg (CPCALVIS) (Tabla 5).

Tabla 5. Dominios y motivos de las ATPasas de Cu encontrados en A, ferroox¡dans comparados
con transportadores de este metal caracterizados para otras bacterias Gram-negativas.

S¡t¡o un¡ón Dom¡niogacteria
melales fosfatasa

Domin¡o

traslocac¡ón

Dom¡n¡o de

fosfodlación

Domin¡o

HP

Mot¡vo

GDFxNDxP

CopA E. co!¡ CASC..CASC

CopA E hirae CANC

CopB E. h¡fte no

CoDAI^, " l^--:"

TGEP

TEGES

TEGES

TEGES

FDKTGTLT

LDKTGTLT

copA2A, o:§3" 
no

TGEP

TEGES

TEGES

CPHALGLA

CPC]!1GLA

CSCSTAIA

CPHALGLA

FDKTGTLT SEHPI

SEHPL

SEHPL

SEHPI

GDGVNDAP

GEGINDSP

GDGVNDAP

GDGVNDAP

copB^! o:§1!o" cASC..cASc

Lrerrorso o J.áJt" no

copA3a, o j.áJ,t'

LDKTGTLT

LDKTGTLT

FDKTGTLT

Finalmente, la tercera ATPasa t¡po P encontrada en la lG de la cepa ATCC

53993 (Lferr0209) no estaría relac¡onada con el Cu, pues su s¡t¡o de traslocación

CPCALVIS ha sido descr¡to para el transporte de Cd*2, Zn*2, Pbt2 y Hg'2.

3.3.2 Sistemas de eflujo de metales tipo Gus y chaperonas de Cu

En la lG de A. fenooxidans ATCC 53993 también es posible encontrar los

genes para un sistema de eflujo de metales del tipo Cus (cusC3¡¡ cus83¡6 cusA3a¡ y

cusF3¡) (Figura 3.A, inferior). Cabe destacar que este sistema además, cuenta con
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una chaperona (cusF3a) cercana al m¡smo contexto genético y además es posible

encontrar una cuarta chaperona de Cu, ORF Lferro199 (cusF4x).

Un alineamiento de las secuencias aminoacíd¡cas de las chaperonas de Cu tipo

CusF encontradas en ambas cepas de A. ferrooxidans muestra que todas ellas

conservan los sitios de unión a Cu ya descrito para E. coli. La única diferencia es la

presencia de una metionina en el sitio de la histidina para las secuencias de las

chaperonas de Cu de A. ferrooxidans (F¡gura 4).

Cr¡aFE. "ori 49
CusFl" r 51
CusF2" r 5-l
CusF3" r 51
CusF4".r 6L

Figura 4. Alineam¡ento de un fragmento de las secuencias aminoacíd¡cas de las chaperonas de Cu
de A. ferrooxidans con alta ident¡dad a CusF de E. coli. El sit¡o descrito para la unión de Cu
(HXz\r'úXzMXMXF) de CusF se indica con los rectángulos verticales. Se usaron las secuencias de las
posibles chaperonas de Cu de A. ferrooxidans ATCC 53993 de la isla genóm¡ca: CusF3a¡ y CusF4.ri
(Lferro174 y Lferro'199) y las ubicadas en la restante región del genoma CusFlAr y CusF2¡¡ (AFE0326 y
AFE0664).

3.4 Crecimiento de A. ferrooxidans ATCC 53393 en presencia de Cu

Se crecieron ambas cepas de A. fenooxidans en presenc¡a de Cu (Materiales y

Métodos 2.3). Para esto, se inocularon las cepas no adaptadas al crec¡m¡ento con Cu

en med¡os frescos con d¡st¡ntas concentraciones del metal.

La figura 5 muestra las curvas de crec¡miento obtenidas para la cepa ATCC

23270 y ATCC 53993. Para la cepa ATCC 53993, es posible observar que a '100 mM

de CuSO¿, el cult¡vo alcanza la mitad del numero de células finales en la fase

estacionaria de crecimiento, en comparación a al condición control.
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Figura 5. Curvas de crec¡m¡ento para A- ferrooxidans ATCC 23270 (A) y A. ¡errooxidans ATCC 53993 (B) en presenc¡a de Cu. Cada punto

representa el promed¡o de 3 repl¡cas b¡ológ¡cas,
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En la condición 100 mM de CuSO¿, Ia cepa ATCC 2370 muestra una disminución

de cas¡ I veces el número de células en comparación al control. Sin embargo, cuando

se realiza el mismo análisis en la cepa ATCC 53993, esta cepa apenas muestra una

leve d¡sminución en el número de células alcanzado.

Ten¡endo en cuenta la aparente mayor resistencia al Cu de la cepa ATCC 53993,

se realizó un segundo ensayo para determinar la sobrevivencia de esta cepa en

presencia de la cepa ATCC 23270, es decir, una mezcla de ambas. Se mezclaron

números equivalentes de células en medios de cultivo en presencia o ausencia de Cu.

Las proporciones relat¡vas de células de cada cepa se estimaron a través de qPCR

usando partidores que amplifican secuencias específ¡cas de cada cepa (Tabla A3). En

la figura 6 es pos¡ble observar que a 50 mM de Cu, la cepa ATCC 53993 es

predominante en el cultivo, ya que existe una abundancia relativa de 86,60/o de ATCC

53993 por sobre un 13,4o/o de ATCC 23270.

Control 50 mM CuSO¿

iLsATCC 23270

IATCC 53993

F¡gura 6. Cultivos de mezclas de cepas de A. ferrooxidans en ausencia y présenc¡a de Cu.
Cantidades equivalentes de células de ambas cepas de,4. fenoox¡dans se crec¡efon en ausencia (control)
y presencia de 50 mlil de CuSOr. Cuando el cull¡vo alcanzó alrededor de 2,5 x '1Oa células/ml, se extrajo el
DNA total de tres replicas biológicas en cada condición y números de células de cada microorganismo en
la mezcla se deierminó por qPCR.
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3.5 Comparación de la expresión de los determinantes de resistenc¡a al cobre

entre A. ferrooxidans ATCC 23270 y A. ferrooxidans ATCC 53993

3.5.1 Partidores exclus¡vos de la lG de A. ferrooxidars ATCC 53993

Con el objetivo de cuantificar la expresión de los transcritos de copA3¡¡ y

cusF4x, ambos ubicados en la lG de A. ferrooxidans ATCC 53993, se d¡señaron

partidores específicos para estos genes y se descartó la amplificación cruzada con

otros genes de alta similitud presentes en el resto del genoma.

En una primera etapa, se realizaron alineamientos de las secuencias

nucleotfdicas entre copA3¡r y las otras ATPasas de Cu presentes en el genoma

(copAl¡¡ y copA2¡). La idea fue elegir las reg¡ones del gen copA3¡rque presentaran

menor similitud con copAl e¡y coPA2e¡.

En la figura 7 se muestra la región seleccionada para el diseño de los partidores

directo y reverso. Se escogieron partidores que tuv¡esen una baja complementariedad

en sus extremos 3' con la secuencia objet¡vo.
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Figura 7. D¡seño y prueba de partidores específicos para la ATPasa de Cu copA3¡¡ (Lerrol67). A.
Fragmento del al¡neam¡ento de las secuencias nucleotidicas de las ATPasas de Cu encontradas en el
genoma de A. ferroox¡dans ATCC 53993. Se indica la ubicac¡ón de Ios partidores seleccionados. B.
Resultado de la reacción de PCR en t¡empo real. Panel izqu¡erdo: Camb¡os en la fluorescencia en los
d¡ferentes ciclos; Panel derecho: Curva de fusión para la reacción. C. Separación por electrofores¡s en gel
de agarosa a¡ 1% de los productos de PCR obtenidos en cada reacc¡ón con DNA plasmidial (DNAp) o
DNA genómico (DNAg).

Se probaron los partidores especÍf¡cos parc copA3x en una reacción de PCR

en tiempo real, usando como molde: DNA plasmid¡al conteniendo copA3er, copAl Ar,

copA2¡¡'! DNA genóm¡co de la cepa ATCC 23270. La idea es que al usar el DNA de la

cepa ATCC 23270 y plasm¡d¡os que cont¡enen los genes de las otras ATPasas

(copA1¡¡y copA2¡¡), no deberían ex¡stir producios de ampfifícación, pues los partidores

son específicos para copA3¡¡. En la figura 7 B, panel derecho, es posible observar que

c

DNAp copATar I DNAp copA2,ar
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sólo ex¡sten productos de amplificación para la reacción que usó DNA plasmidial con

copA3x como molde. En las reacciones con DNAs plasmidiales que llevan copAl ¡¡ o

copA2x o DNA genómico de la cepa ATCC 232370, no se observan productos de

amplificación (Figura 7 B, panel derecho). Además, el análisis de fusión para todas las

reacciones, muestra de que solo hubo un producto de amplif¡cación para la reacc¡ón

que ten¡a el DNA plasmid¡al de copA3er. En las otras reacciones tampoco hubo

productos de amplificación detectables (F¡gura 7 B, panel izquierdo). Finalmente, en C

es posible observar que al separar los productos de amplificación de cada reacc¡ón

med¡ante electroforesis en un gel de agarosa, sólo es posible observar una banda del

tamaño esperado para la reacción con los part¡dores específicos para copA3¡¡ De esta

forma se comprueba que los partidores son específicos para la ampl¡ficación de este

gen.

De forma similar a lo anteriormente expuesto, se probaron los partidores

d¡señados especfficamente paru cusF4e¡ en una reacción de PCR en tiempo real,

usando como molde el DNA genómico de A. ferrooxidans ATCC 23270, DNA genómico

de la cepa ATCC 53993 y además DNA plasmidial conteniendo la misma chaperona de

Cu cusF4er. En la figura 8 (B, panel derecho) se muestra que sólo hubo productos de

amplificación para la reacc¡ón que tiene DNA plasmid¡al de cusF4Ary el DNA genómico

de la cepa ATCC 53993 como molde. lgualmente, en el panel izquierdo se muestra que

hubo sólo un producto especifico de amplificación para estas reacciones. Finalmente,

en C se muestra que al separar los productos de ampl¡f¡cac¡ón por electrofores¡s en gel

de agarosa, sólo es posible ev¡denc¡ar una banda específica en esta reacción de PCR.

De esta forma, se comprobó que estos pares de partidores amplifican

específicamente el gen cusF4a¡-
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F¡gura 8. Diseño y prueba de partidores específicos para la chaperona de Cu cusF4,ar (Lerro199). A.
Fragmento del alineam¡ento de las secuencias nucleotidicas de las chaperonas de Cu encontradas en el
genoma de A. ferroox¡dans ATCC 53993. Se indica la ubicación de los partidores seleccionados. B.

Resultado de la reacción de PCR en tiempo real. Panel izquierdo: cambios en la fluorescencia en los
diferentes ciclos; Panel derecho; Curva de fusión para la reacción. C. Separac¡ón por electrofores¡s en gel
de agarosa al 1% de los productos de PCR obtenidos en cada reacc¡ón con DNA plasm¡dial (DNAp) o
DNA genómico (DNAg)..

3.5.2 Diseño de partidores comunes para ambas cepas de A. ferrooxidans

Se diseñaron partidores específ¡cos para ampl¡ficar la expres¡ón de un conjunto

de genes. Para comparar la expresión de las ATPasas de Cu presentes en ambas

cepas de A. ferrooxidans (copA1 ¡¡ y copA2ar) y exclu¡r la ampl¡f¡cac¡ón de copA3¡¡ se

diseñaron part¡dores a partir de una reg¡ón de baja s¡militud con coPA3er. La figura 9

muestra que no existe amplificac¡ón $uzada entre ¡os genes.
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F¡gura 9. Diseño y prueba de partidores específ¡cos para las ATPasas de Cu copAl t¡ | copA2¡¡. A.
Fragmento del al¡neam¡ento de las secuenc¡as nucleotidicas de las ATPasas de Cu encontradas en el
genoma de A. fenoox¡dans ATCC 53993. Se ¡nd¡ca la ubicación de los part¡dores selecc¡onados.
Resultado de la reacción de PCR en tiempo real. Panel ¡zquierdo: Cambios en la fluorescenc¡a en los
diferentes c¡clos; Panel derecho: Curva de fusión para ¡a reacción. C. Separación por electroforesis en gel
de agarosa al 1% de los productos de PCR obten¡dos en cada reacción con DNA plasmidial (DNAp) o
DNA genóm¡co (DNAg)..

En la figura 9 (B) se observa que al real¡zar una reacción de PCR en tiempo

real con los partidores específicos paru copAAr (copAl Ar + copA2Ar), sólo hay aumento

de Ia fluorescenc¡a para las reacciones que cont¡enen DNA plasmidial de copAl n¡ y

copA2x. De igual forma se comprueba que sólo existe un producto de ampl¡f¡cac¡ón en

estas reacciones por el anális¡s de fusión (figura 9 B, panel izquierdo). Finalmente, al

separar los productos de ampl¡f¡cac¡ón med¡ante electroforesis en un gel de agarosa,

no se evidenc¡an productos de amplificación para la reacción que usa el DNA

plasmid¡al de copA3x como molde. De esta forma se comprueba que el par de

Paáitlar capAl aty copAl 
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partidores seleccionados, sólo amplifican fragmentos de DNA pertenecientes a las

ATPasas de Cu copAl n¡ + copA2Ary no para copA3¡¡ .

F¡nalmente, se diseñaron partidores específicos para la amplificación de todos

los genes del tipo cusC¡¡(cusC14+ cusC2x¡+ cus03¡¡ (ATCC 53993)) y cusFe¡ (cusFl et

+ cusF2¡¡ + cusF3er (ATCC 53993». Para esto, se usaron regiones que presentan

máxima identidad entre estos genes.

3.6 Estudio de la expresión de los genes relacionados con la resistencia al Gu

en A. ferrooxidans

Para obtener células en las m¡smas condiciones de crecimiento, se adaptaron

cultivos de A. ferrooxidans al crecim¡ento con 5 y 25 mM de Cu (Células adaptadas al

crecimiento con Cu (Materiales y métodos, sección 2.3)). Para esto se re-inocularon

sucesivos cult¡vos con estas concentrac¡ones de Cu. La idea es obtener cultivos

adaptados al crecimiento con el metal y que presentan un crecimiento similar al control

s¡n metal.

Usando Ia técnica de PCR en t¡empo real, se cuant¡f¡có la expresión de los

transcr¡tos correspondientes a los genes copAx (copAl ¡¡ + coPA2e), cusCe¡(cusC1 er +

cusC2¡¡ + cusC3a¡ (ATCC 53993)) y cusFe¡ (cusFl¡¡ + cusF2v + cusF3Ar(ATCC 53993))

para ambas cepas de A. fenooxidans. Adicionalmente, se investigó la expresión de los

§enes copAs¿¡ cusF4¡¡ ! el ORF Lferro186 de la cepa ATCC 53993. Las cond¡ciones

investigadas fueron en 0,5 y 25 mM de Cu (además 100 mM de Cu sólo en la cepa

53993, pues la cepa ATCC 23270 no resiste esta concentración de Cu en las

condiciones ensayadas). Para seleccionar el gen que presentaba una menor variación

en las cond¡ciones ¡nvestigadas y usarlo como gen normal¡zador de la expresión, se

usó el algoritmo NormFinder (Andersens y cols., 2004). Para esto, se evaluó la
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expresión de tres genes (cyc2 s, a/aS ar y 165 rRNA) en todas las condiciones

utilizadas y se calculó la variación tanto de las réplicas como en las distintas

condiciones ensayadas. Se determinó que la expresión del gen a/asAr presenta la

mínima variación entre estos tres genes.

En la figura 10 se observa que los genes cusCA y cusFAr presentan una mayor

¡nducc¡ón en presenc¡a de Cu en ambas cepas. Para la cepa ATCC 23270 la inducc¡ón

es mayor que en la cepa ATCC 53993 a una igual concentración de Cu (5 o 25 mM del

metal). Por otra parte, los genes copA3s y cusF4¡r (exclusivos de la lG) aumentan su

expresión en presencia de Cu. Esta ATPasa de Cu aumenta su expres¡ón genét¡ca en

func¡ón del aumento de Cu en el med¡o, m¡entras que la chaperona de Cu se induce y

mantiene su expresión en presencia de Cu. Por otra parte, el ORF LfenO186 presenta

una leve disminución en la expresión en las cond¡ciones ensayadas. Finalmente, las

ATPasas de Cu copAs (copAl¡¡+ copA2¡) disminuyen su expresión en comparación a

la expresión del gen a/asAr cuando ambas cepas de A. ferrooxidans crecen en

presenc¡a del metal.

aTcc 53993 Gt

Figura 10. lnducción relativa de la expresión transcr¡pc¡onal de algunos genes relac¡onados con la
res¡stencia al Cu en las cepas ATCC 23270 y ATCC 53993 de A. ferrooxidans. Se d¡señaron partidores
especif¡cos que permitieron analizar la expres¡ón de tres grupos de genes: copA+ = copAlar + copA2Ari
cus3r= cusclN+ cusj2Í+ cuso3,ri (sólo en ATCC 53993); cusFN= cusFlN+ cusF2ar + cusF3Ar (sólo
en ATCC 53993) y cusF4,rr (sólo en ATCC 53993). Además, se cuanlificaron genes exclusivos de la lG de
la cepa ATCC 53993: copA3Ar, cusF4Ary el ORF Lferro'186. La inducción se determinó como el cociente
entre el número de copias relat¡vas del gen de interés y el número de copias del gen normal¡zador a/asa¡.
Los valores corresponden al promedio de tres réplicas biológicas.
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3.7 Funcionalidad de genes relacionados con las resistencia al Cu encontrados

en la lG de A. ferrooxidans ATCC 53993

Se evaluó la pos¡ble funcionalidad de los genes copA3er ,cusF3xy cusF4x¡ en

cepas de E- coll sensibles al Cu- Debido a la alta identidad que existe entre estos

genes de la lG con otros presentes en el resto del genoma, se realizaron PCR

an¡dados para asegurar la amplificación específica de cada gen. En la figura I I se

muestran los fragmentos amplificados en la primera y segunda parte del PCR. De esia

forma se comprobó la ampl¡ficación de los fragmentos de DNA del tamaño esperado en

cada caso.

A copA3Ar cusF3o, cusF4ot

f- 1058 pb ---l

f375 pb.1

copA2o,

l-- 32oo pb 
-

-§!mü§-l- 2025 pb l

copAl o,

F-a2oo pb ---l

.........¡¡¡ot

| 2025 pb .1

F- 2400 pb -- f- 5500 pb 
-

<t¡Éi-- 

-J!-JY-<L-,._f2025 pb I f363 pbl

§m-ww."mw""w-ro"Iü"ü'IrI
Figura 'l'1. PCR anidado para la ampl¡ficación específica de los génes copA3a¡, cusF3ar, cusF4ar,
copAzAr y copAl ¡¡. A. En la parte superior se muestran los fragmentos esperados en la amplificac¡ón
para el primer PCR, mientras que en la parte inferior se muestra el iamaño esperado de la segunda
reacción de PCR. En B y C se muestran los fragmentos ampliflcados y separados en un gel de agarosa al
'1% correspondientes a la primera y segunda reacc¡ón de PCR respectivamente.
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Posteriormente, estos genes se clonaron en el vector pBAD-TOPO (lnvitrogren)

y con ellos se iransformó la cepa de E. coll TOP10. En una primera aproximación se

probó la resistencia al Cu de estas cepas en un ensayo de halo de inhibición (Figura

12) pa.a los distintos clones obtenidos. Se observa la d¡sminuc¡ón en el área l¡bre de

células alrededor de los discos con Cu para aquellas placas con el ¡nductor

(arabinosa), mientras que para aquellas placas con el represor (glucosa) se observa un

aumento en el área alrededor de estos d¡scos. Específicamente, el área del clon

inducido para cusF3* fue de 1,6 cm2, m¡entras que cuando se reprimió, el área fue de

3,25 cm2. Para el clon cusF4et se alcanzó un área de2,2 cm2, mientras que cuando se

reprim¡ó el área fue de 4,2 cm2. Finalmente paru copA3Ary se obtuvo un área de 2,95

cm2 y 3,5 cm'para el clon inducido y reprimido respectivamente.

Figura 12. Halos de inhib¡c¡ón para E. coli TOPI0 transformada con el vector pBAD-TOPO que
llevan los genes cusF3ar, cusF4ar o copA3at . Los distintos clones ensayados se sembraron en placas
LB agar suplementadas con ampicilina 100 mg/l y arabinosa (inductor) o glucosa (represor).
Posteriormente, se depos¡tó un d¡sco de papel f¡ltro al cual se le agregaron 10 Ul una soluc¡ón de CUSOa 1

l\¡. Pasadas las 16 h, se mid¡ó el área alrededor del disco que no contenía células (¡ncluyendo el disco)
usando la formula del área del c¡rculo.

Posteriormente, se utilizaron preparaciones de estos plásmidos para

transformar cepas de E. coli sensibles al Cu. Se usó la cepa A,copA de E. col¡ paru

evaluar la funcional¡dad de copA3x. En el caso de cusF3ery cusF4Ar, se usó la cepa

Lcueo A9USCFBA de E. Coli (Figura 1 3).
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Figura 13. Determinación de la MIC a Cu las cepas de E. coli K'12 AcopA y Acueo 
^cusCFBAtranaformadas con el vector pBAD-TOPO que expresa copA3et cusF3n¡o cusF4Ár. Cada clon se

creció en med¡o llquido por '16 h a 37'C con arabinosa o glucosa para induc¡r o repdmir la expresión de los
genes respectivamente. Además se agregó sulfato de Cu en el rango de 0 a 3 mM. La MIC se determinó
como la concenlrac¡ón de Cu donde un clon crec¡do en presencia de arabinosa alcanza el 50% de la
densidad óptica (ODeoo) con respecto al clon control.

En esta figura se observa que al induc¡r la expresión de copA3¡¡ en la cepa

LcopA de E. coli hay un aumento de la resistenc¡a al metal (aproximadamente un

aumento del 50% sobre la cond¡c¡ón reprimida)- Por otra parte, tamb¡én se evidenc¡a

un aumento de 78o/o y 69% en la resistencia al Cu sobre el nivel reprimido, cuando se

induce la expresión de las chaperonas de Cu cusF3¡ry cusF4Af respeciivamente.
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4 Discusión

4.1 lsla genómica en A. ferrooxidans ATCC 53993

En A. ferrooxidans ATCC 53993 fue posible evidenciar que la lG de la cepa ATCC

53993 posee algunas de las características encontradas en lcs de otros

microorganismos. Entre ellas, una recombinasa contigua a un gen relacionado con el

metabol¡smo de los IRNA, un menor porcentaje G:C, la presencia de múltiples

elementos de inserción (secuencias de inserción, transposones y elementos externos),

la presenc¡a de los componentes de un posible sistema de secrec¡ón t¡po 4 y la

existencia de una serie de genes relacionados con la resistencia a metales pesados

(Cu y Hg). Por otra parte, estudios recientes sugieren que este tipo de elementos cae

en una clasificación aun más general, que engloba a todos aquellos elementos

genéticos móviles que poseen sistemas de conjugación. Estos se denominan

"lntegrative and Conjugative Elements" o "lCE". Por tanto, una denominación posible

para este elemento serf a ICEAñ3993.

Las recomb¡nasas son las enzimas responsables tanto de la integración como de

la escis¡ón de los ICE desde el cromosoma (Burrus y co|s.,2002). Estas enzimas se

han clasificado en dos grandes familias, que básicamente difieren en los mecanismos

utilizados para la integración y escisión de estos elementos genéticos. En la lG de

A. ferrooxidans ATCC 53993 la recombinasa presente al inicio de esta secuencia

pertenece a la fam¡l¡a de las serina recombinasas. Sin embargo, estas enzimas se han

encontrado en mayor proporción en ICE asociados a bacterias Gram-positivas

(Wozniack y Waldor, 2010). No obstante, este proceso es independiente a los

mecanismos de transferencia, y por tanto el hecho de que funcionen como módulos
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¡ndependientes pueden generar una mayor diversidad de potenciales huéspedes

(Wozniack y Waldor, 2010).

Al comparar los genomas de las cepas ATCC 53993 y ATCC 23270, se observa

que en la primera cepa ex¡sten dos SST4 y de uno sólo en la segunda cepa. En el caso

de A. fenooxidans ATCC 53993 uno de los SST4 está presente en su lG exclusiva, lo

que no ocurre en la cepa ATCC 23270. Se ha descrito que las lG, en general, portan

los determinantes para su propia transferencia (Wozniak y Waldor, 20"10). Por tanto, es

probable que el SS4T presente en ambas cepas no esté relacionado con la

transferencia de las lGs.

Al comparar el crecimiento de ambas cepas de A. ferrooxidans en un med¡o con

Cu, la cepa ATCC 53993 conserva los parámetros de crecimiento cercanos al control

sin metal hasta los 100 mM de Cu. En cambio, en la cepa ATCC 23270 se observó un

efecto negat¡vo en el crec¡m¡ento ya a una concentración de 5 mM del metal. Una de

las hipótesis generadas en el transcurso de esta tesis, fue que la presenc¡a de la lG en

la cepa ATCC 53993 proporciona los recursos genéticos necesarios para el

crecimiento en concentraciones elevadas de Cu en el medio. Específ¡camente, en esta

lG es posible encontrar al menos, 5 nuevos ORFs relacionados con la resistencia al

Cu: copA3a, cusC3x, cusB3x, cusA3e¡, cusF3Ary cusF4¡¡.

Por otro lado, también fue posible encontrar 5 ORF relacionados con la resistencia

al Hg y que probablemente conformen un sistema de resistencia a este metal. Este

sistema, comprende dos reguladores tipo merR, dos proteínas de membrana merC y

una reductasa merA. Qabe señalar que ambas cepas de A. ferrooxidans poseen en sus

genomas proteínas con alta identidad a las encontradas en la lG. Sin embargo, estos

genes se encuentran en contextos genéticos distintos y no agrupados como en el caso
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de la lG. Probablemente, este segundo sistema pueda conferir a cepa ATCC 53993

una mayor resistencia al Hg.

4.2 Comparación de los perfiles de expresión genética de los determinantos de

resistenc¡a al Cu encontrados en ambas cepas de A. ferrooxidans

En general los resultados obten¡dos a través de los exper¡mentos de PCR en

tiempo real mostraron que existe un aumento de la expresión de los genes

relacionados con la resistencia al Cu en ambas cepas de A. fenooxidans.

La expresión de los genes cusC¡r rePresenta la mayor inducción en presencia

de Cu en ambas cepas de A. ferrooxidans. Este gen forma parte del operon cusCBA y

en A. fenooxidans ATCC 23270 se ha demostrado que se transcribe como un operón y

además presenta un aumento de la expresión genética cuando este microorganismo

crece en presenc¡a de Cu (Navarro y cols., 2009). En la literatura se ha descrito que las

protelnas CusCBA forman un complejo prote¡co que atraviesa la membrana interna,

espacio periplasmático y la membrana externa, análogo al sistema de eflujo AcrB-TolC

de E. coli (Franke y cols., 2003). Trabajos recientes han demostrado que la proteína

responsable de la especificidad al metal transportado por este complejo corresponde a

la proteína CusA (Long y co|s.,2010), m¡entras que la proteína CusC sería accesoria,

pero fundamental en la arquitectura del complejo proteico para el transporte del metal

(Kulathila y cols., 2011). Es esperable por tanto que la expresión de cusC¡r tenga un

alto aumento de la expresión, pues estaría estrechamente ligado con otorgar la

funcionalidad a los sistemas t¡po Cus que están ¡nvolucrados en la eliminación del Cu

en esta bacteria.

Por otra parte, fue posible ev¡denciar que las chaperonas de Cu tipo CusF

presentes en ambas cepas, también presentan una alta inducción en presencia del
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metal. En E. col/, se ha propuesto que esta proteína une Cu en el espacio

periplasmát¡co y que sería capaz de entregarlo al sistema Cus (Franke y cols.,2003,

Kulathila y cols., 2011). Las chaperonas de Cu tipo CusF encontradas en A.

ferrooxidans tienen una alta similitud en el sitio de un¡ón a Cu, a pesar que en E coli un

residuo de h¡stidina difiere de la metionina encontrada en las proteínas de A.

ferrooxidans (Orell y cols. 20 10).

Según los resultados previamente descritos, pareciera ser que el sistema de

eflujo tipo Cus encontrado en ambas cepas de A. ferroox¡dans es una manera eficiente

de destoxificar tanto el espacio ¡ntracelular como el espacio periplasmático. Cabe

señalar, que en la cepa ATCC 53993 estarfan los componentes genéticos para la

expresión de 3 s¡stemas tipo Cus: una cop¡a que comparte con la cepa ATCC 23270,

una segunda cop¡a que también está presente en esta última cepa, pero que se

encuentra interrumpida por una transposasa entre los componentes cusoÁr y cusBxy

finalmente, una tercera copia presente en la lG. De esta forma, los sistema de eflujo

tipo Cus presentes en la cepa ATCC 53993 podrían resultar una buena estrategia para

el eflujo de metales pesados, ya que no requieren una fuente directa de energía (ATP)

y están favorecidos por el grad¡ente de protones. Este gradiente es muy ¡mportante en

estos microorganismos ya que enfrentan un ApH de al menos 4 unidades entre el

exterior y el citoplasma (Ferguson e lngledew, 2008).

Al comparar la expres¡ón genética de los genes cus3Ar y cusF¡¡ de ambas

cepas de A- ferrooxidans, existe una mayor inducción de estos genes en la cepa

ATCCC 23270. Suponiendo que la res¡stencia total estarfa dada por la sumatoria de

todos los productos génicos de los determinantes de resistencia al Cu, es probable que

en la cepa ATCC 23270, la respuesta de resistencia al Cu converja en el menor

número de determinantes de res¡stenc¡a al metal. Desde este punto de vista, es
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esperable que en esta cepa exista un mayor aumento en la inducción de la expresión

de estos genes. S¡gu¡endo este razonam¡ento es esperable por tanto, una menor

expresión individual de cada componente en la cepa ATCC 53993, la que presenta un

mayor número de determinantes de resistenc¡a al Cu.

Por otro lado, al cuantificar la expresión de las ATPasas copA* (copAl a¡ +

copA2¡¡), se observó una d¡sminuc¡ón en la expresión de estos genes en presencia de

Cu en ambas cepas de A. ferrooxidans cuando crecen en ión ferroso como fuente de

energía. Sin embargo, cuando este microorganismo crece en azufre como fuente de

energía, existe una inducción de copA* (copAl e¡ + copA2ñ en ambas cepas de A.

ferrooxidans (datos no mostrados) en presencia de bajas concentraciones de Cu. En

este sentido, es posible que exista una expresión d¡ferencial de estas ATPasas de Cu

dependiendo de la fuente de energÍa que estos microorganismos empleen. Por tanto,

es probable que A. ferrooxidans recurra a d¡ferentes estrategias para la resistencia al

Cu según las condic¡ones de crecimiento.

F¡nalmente, resulta interesante que los genes asociados con la resistencia al

Cu presentes en la lG de la cepa ATCC 53993 también muestren una inducción en

presencia de este metal. La expresión de copA3"¡ mostró una inducción dependiente

de la concentración de Cu en el medio, mientras que la chaperona de Cu tipo CusF

cusF4armostró una inducc¡ón sostenida en presencia del metal. Sin embargo, el ORF

Lferr0186 descr¡to como una ATPasa de metales pesados, presentó una leve

dism¡nuc¡ón en en la expresión. Probablemente, esta proteína tenga afinidad con otro

grupo de metales o no participe act¡vamente en la expulsión de Cu.
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4.3 Expresión heteróloga de CopA3¡r, CusF3¡r y CusF4¡¡ en cepas de E. coli
sensibles al Cu

Un segundo enfoque abordado durante la realización de esta tesis de magíster

fue Ia comprobac¡ón de la funcionalidad de algunos de los determ¡nantes de resistencia

al Cu alojados en la lG de A. ferroox¡dans ATCC 53993. Se ctonaron los genes

coPA3e¡, cusF3¡¡! cusF4¡¡ en el vector inducible y reprim¡ble pBAD-TOPO, para luego

transformar cepas de E. cofi sensibles al Cu. Entre las características de este vector,

está la posibilidad de inclu¡r una cola de pol¡-histid¡nas en el carbono terminal de las

proteínas clonadas y expresadas desde este vector. En un primer intento se dec¡d¡ó

conservar esta cola de poli-histidinas con la ¡dea de poder detectar la expresión de las

proteínas inducidas. Se logró detectar a través de Western Blot, usando anticuerpos

anti-histidinas, la expresión de las chaperonas de Cu tipo CusF cusF3e¡y cusF¡¡ (Datos

no mostrados). No obstante, cuando ensayamos la mfnima concentración inhibitoria

(MlC) de estas cepas, no se obtuvieron diferencias sustanciales en la MIC de los

clones inducidos versus los reprimidos. Probablemente, la presencia de los residuos de

histidinas en las proteínas de A. ferrooxldans, afectó la función de estas proteínas.

Debido a esto, se decidió evitar la transcripc¡ón de las colas de poli-histidinas

conservando el codón de término de la transcripción en los genes estudiados. Gracias

a esta aprox¡mación, fue pos¡ble observar cambios en la resistencia de las cepas de E.

coli sensibles al Cu.

Teniendo esto en cons¡deración, es probable que los determinantes de

resistencia al Cu alojados en la lG sean funcionales y part¡cipen en la detox¡ficac¡ón de

este metal en la cepa ATCC 53993. Además, esta cepa es capaz de crecer y desplazar

a la cepa ATCC 23270 cuando crecen juntas en presencia de Cu. Por tanto, estos

resultados apoyan la tesis de que la lG presente en la cepa ATCC 53993
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correspondería a una isla de resistencia al Cu. Con estos resultados, es probable que

una de las estrateg¡as para la resistenc¡a al Cu en la cepa ATCC 53993 esté basada en

el número de genes correspondientes a determinantes de res¡stencia. En otras

palabras, parec¡era ser que un mayor número de genes relacionados con la res¡stenc¡a

al Cu está estrechamente relacionado con la capacidad de resistencia al metal, tal

como se ha demostrado en Cupriavidus metallidurans (van Houdt y cols., 2009).

Por otra parte, también podría ser posible que los determ¡nantes de res¡stenc¡a

al Cu encontrados en A. ferrooxidans posean diferencias en cuanto a la eficiencia para

la destoxificación del metal. Es decir, es posible que algunos de estos sistemas tengan

una mayor afin¡dad o eficiencia para la unión o e¡iminación del metal, respectivamente.

De esta manera, los determinantes de resistencia al Cu adicionales encontrados en la

lG de la cepa ATCC 53993, podrían aumentar la resistencia al metal en esta cepa,

solamente por el hecho de funcionar con mayor eficiencia que los otros sistemas de

resistenc¡a alojados en el resto del genoma.

4.4 Proyecciones

Los resultados obtenidos sugieren fuertemente que la expresión de los genes

adicionales encontrados en la lG de A- fenooxidans ATCC 53993 le otorgan una mayor

resistencia al Cu. Sin embargo, es probable que este acidófilo cuente con otros

mecanismos no tradicionales que le perm¡tan desarrollarse en altas concentrac¡ones de

Cu. Serfa interesante investigar si otros ORFs encontrados en la lG de la cepa ATCC

53993 están relacionados con la resistencia al Cu. Por ejemplo, utilizando la técn¡ca de

macroarreglos de DNA, se podría ¡nvest¡gar la expres¡ón genét¡ca de estos ORFS

cuando esta bacteria crece en presencia de Cu o otros metales. También se podrían
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comparar la abundanc¡a relativa de las protelnas que se inducen en estos

microorgan¡smos cuando crecen en presencla de metales como el Cu, a través de

exper¡mentos de estud¡o de los proteomas. Otra posibilidad, es que los polifosfatos

podrían partic¡par en la resistencia al Cu de este acidófi|o. Alvarez y Jerez (2004)

reportaron que cuando A. fenooxidans ATCC 23270 crece en presencia de Cu en el

medio existe degradación de polifosfatos por la enzima exopolifosfatasa (PPX)

generando monómeros de fosfato ¡norgán¡co. Estos se unirían al metal y serlan

bombeados fuera de la célula a través de transportadores metal-fosfato tal como se ha

propuesto pai,a E. coli (Keasl¡ng, 1997).

También, sería interesante invesiigar la respuesta de estas cepas de

A. fenooxidans a otros metales. Específicamente, en la lG de la cepa ATCC 53993,

ex¡ste un pos¡ble sistema de resistencia al Hg. Al igual que lo analizado para la

res¡stencia al Cu, sería interesante investigar la expresión y funcionalidad de estos

determinantes de resistencia en esta cepa. Por otra parte, tamb¡én se podría analizat la

respuesta de estos determinantes de resistencia al Cu y Hg, pero cuando estas cepas

crecen en presencia de otros metales, tales como el Zn, Co o Cd. Se ha reportado que

estos determinantes podrían transportar o unirse a mas de un metal (Rensing y Grass,

2003).

En cuanto a las comparaciones en el crecimiento de ambas cepas de

A. fenooxidans en presencia de metales, se podrían determinar las abundanc¡as

relativas de ambas cepas cuando crecen en sustratos energéticos similares a los que

estos microorganismos encuentran en sus nichos ecológicos, como la calcopirita.
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5 Conclus¡ones

1. A. ferrooxidans ATCC 53993 muestra una mayor resistenc¡a al Cu que la cepa

ATCC 23270, cuando se crecen en un med¡o con Cu y hierro como fuente de energía.

Esta mayor resistencia al Cu de A. fenooxidans ATCC 53993 le otorga una ventaja

adaptativa. Cuando la cepa ATCC 53993 se crece en mezcla junto a la cepa ATCC

23270 y en presenc¡a de Cu, este último microorganismo tiende a desaparecer, siendo

reemplazado por las células de la cepa ATCC 53993.

2. Ambas cepas de A. ferrooxidans muestran inducción de los sistemas de

res¡stenc¡a al Cu cuando se crecen en un med¡o con este metal. Los sistemas de eflujo

tipo Cus y las chaperonas de Cu presentan la mas alta inducción entre los

determinantes de resistencia evaluados, siendo probablemente el sistema resistencia

al Cu de mayor importancia en este microorganismo.

3. Los determinantes de resistencia copA3Ary cusF4Ar encontrados en la IG de la

cepa ATCC 53993 aumentan su expresión genética en presencia de Cu. Estos

determinantes, junto con cusF3x, aumentan la resistencia al Cu de cepas de E. coli

sens¡bles al metal cuando se ¡nduce la expresión heteróloga de estos genes de

A. fenooxidans en estas células. Es probable que estos determ¡nantes participen

activamente en la resistencia al Cu en A. ferrooxidans ATCC 53993 y que por tanto la

presencia de esta lG le otorgue una ventaja adaptat¡va a esta cepa de A. ferrooxidans.
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7 Anexos

Tablas

Tabla A1. Partidores utilizados en los experimentos de q-RT-PCR y clonamiento.

Lferr01g9.E2 GATGGIAfTCTTTGCGAAGfCA q-RT-PCR.

TGGACAMTA

b¿

q-RT-PCR

q-RT-PCR

q-RT-PCR165 rRNA

cyc2u

alaS¡¡

Afe'1334

P.e-Lferr0167

Lferr0167

Pre-cus

lfeÍ0174

?te)neÍ2404

LleÍ2444

Pre-lferr066

Lfer12066

Pre-lferr0199

Lfer0199

cusF E. coll

copA E- co,

TCAGCGATGAGCGGATCGCG

CGCMATCGCGGCAGATCC

IGGTGCCTACGTACTGAGTG

TCACACATCCTACCCGCAGf

GCGGCACCATACCTCTTC

CTCGCCAAACTCGCCAAC

TCTGGGGTAfGGATGTGGAI

ATGGACCATTCGGGACATC

GGGCAAACCTTCGATTACAA

ATGAAACAfTTTTATCTCA

ATGAAAAAAGCACTGCAAGT

IUIUU(,UUI 1 I I\,t\-UA\J§(,

CGCTGACCGTGACTICCG

CCGMGGGCACTTCCGCA

ATGGACCATTCGGGACATCAG CTAGGCGGTGAGCCGAACCCT CIONAMiENTO

TCTTCCCCCACTCTCCGCAGTI TGGTATÍCTCCGATGGGCCG CIONAMiENTO

ATGAAACGTTTTTATCTCA ICATTGCCTGACCGGCGTGA CLonamiento

TCAICTGGTGGTCACGCATTCAGAT ATGAGMAACGMCTGCGGAGAG Clonamiento

ATGGACCACGCGCGACATCAG CTAGGCGGIGAGCCGAACCCT Clonamiento

GGAAGGGATGAATACCIGGAAA GTCTCTCATAACCGTCTTGCTGG Clonamiento

ATGAGCAGACCGACGCTGTI q-RT-PCR

GCCTCATCATCCTCCTCGT q-Rf-PCR

CTGAATGCCCGTCTCCTG qPCR

CTGGCTCAAGAGGGATIACG CIONAMiENTO

CTAGGCGGTGAGCCGAACCCT Clonamiento

CGCTGATCAACAACCTGAAA CIONAM¡ENIO

TTATGGCGCTGCAGGCGTGA Clonamiento

TTACfGGCTGACTTTAATATC Clonamiento

ATGTCACMACTATCGACCTGA TTATTCCTTCGGTTTAAACC Cloñamiento



Tabla A2. Descripc¡ón

539931

de los genes encontrados en la lG de A. ferrooxidans ATCC

Coord.
¡nicio

Coord.
term.

DescripciónHebra

Lfer._0127 1 19749

Lfer_o'128 12'1095

Lferr 0129 122703
Lferr_o130 122990
Lferr_o13'f 123085
Lferr_o132 123504
Lferr_o133 123791
Lferr_o134 124221

Lferr_o135 124730
Lferr_o136 125101
Lferr_o137 126173
Lferr-o138 127024

Lferr_o139 128217

Lferr_o140 129170

Lferr-ol41 130607

ller_0142 131809
Lferr-o143 133473
Lfeff_O144 13507'1

Lferr-o145 136991

Lferr_o146 137517
Lfen_0147 138282

Lferr_o148 138928

Lferr-o149 139270
Lferr_o150 140711
Lferr_o151 141169
Lferr_o152 141847

Lferr-o153 143186

Lferr-o154 144897
Lferr 0155 146114
Lferr_o156 146835

Lferr_o157 147046
Lferr_o158 148603
Lferr_o159 148974
Lferr_o160 149482

Lferr-o161 149933

Lferr 0162 151506
Lferr 0163 152206
Lferr_o164 152744
Lferr_o165 153522
Lferr_o'167 155529
Lferr_0168 157841
Lferr_o170 159251

Lfer._O171 160558
Lterr 0172 161867

121,t1i
12267 5

122993
123085
123309
123794
124138
124679
124861
126162
127027
128220

129107

129664
1 31 815
133446
13507 4

136750
137 407

138020
138935
,39215
140589
141025
141801
143166

144202

146084
1468'1 8

147035
148416
148905
149381

149919

152192
152643
153151
154436
'157553

158104
160561

161874
164977

C.á3 
- 

¡.izlr:ra nroclificadara cie tRNA tipo Iu¡aB-like IRNA (YliG)

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+
+

+

0.57

0.56

0.58 Resolvasa
0.56 Proteínahipotética
0.56 Proteínahipotética
0.63 Proteínah¡potética
0.47 Proteínahipotética
0.53 Proteínahipotética
0.54 Regulador Transcripcional (famil¡a XRE)

0.56 Proteinahipotética
0.58 ProteinahiPotética
0.62 Dom¡nio lstB, proteína de un¡ón a ATP

0.57 Proteínahipotética
DNA l\retiltransferasa (Clase D'12 aden¡na específica)

(8C.2.1.1.72)
0.61 Prote¡na de unión a hebra simple

0.5 Proteínahipotética
0.47 Proteinahipotética
0.5 Proteínahipotética
0.52 Proteína de transpocisión C tipo Tn7

0.55 Proteina de la familia de las Transposasas

0.61 Proteinahipotética
0.52 Reguladortranscripcional(famil¡aTetR)
0.5 Proteinahipotética
0.62 Proteínahipotética
0.57 Transposasa lS4

0.53 Prote¡nahiPotética
0.54 Amino oxidasa (EC:1.3.3.4)

Epimerasa/deh¡dratasa dependiente de NAD

(EC:1.1.1.2'19 )
0.63 Porina OprB selectiva a carbohidrato

0.63 Transpotador t¡po N¡gtC/SapB

0.59 Prote¡nahipotética
0.6 Proteína de macrofago asociado a res¡stencia natural

0.51 Proteínahipotética
0.56 Regutadortranscr¡pc¡onal(fam¡liaMerR)
0.55 Proteína de resistencia a mercurio l\¡erc

Oxido reductasa pir¡dina nucleotido-disulfuro FAD
uo 

(Ec:1.16.1 .10)

0.59 Proteína de transporte/detoxificación de metales pesados

0.55 Proteína de res¡stenc¡a a mercur¡o Merc
0.55 Reguladortranscripc¡onal (familia N,4erR)

0.56 Dominio GroES Alcohol dehidrogenasa (EC;1 1.1.1)

0.62 AfPasa de Cobre tipo P (EC:3.6.3.4)

0.56 Prote¡nahipotética
0.63 ProteÍna efluio membrana externa

0.64 Transportador Eflujo (famil¡a RND,subunidad MFP)

0.62 Bomba de eflujo metales pesados (familia CzcA)

+

+
+

b5



ORF Coord.
inicio

Coord.
term.

Hebra Descr¡pción

Lferr_O'173 165003
LleÍ_0174 165878
Lferr_o175 166355
Lferr_o176 166806

Lfeff_0177 167196

Lferr_o178 168476

Lferr_o179 168756
Lferr_o180 169230
Lferr_o'181 169876
Lferr-o182 171179
Lferr_o'183 171700
Lferr_o184 174839
Lferr_o185 175963
Lferr_o186 177420
Lferr_o187 179462
Lferr_o188 '180170

Lferr_o189 '181318

Lferr_o190 182109
Lferr_0191 182923
Lferr_o192 183288
Lferr_o193 183550
Lferr-o194 184233

Lferr_o195 184835
Lferr_o196 186312
Lferr_o197 '187640

Lferr_o198 187846
Lferr-o199 188597
Lferr_0200 189317
Lferr_0201 191343
lfen_0202 191779
Lferr_0203 193249
L'feÍ_O2O4 194699
Lferr-0205 '194997

Lferr_0206 195688
Lfeff_1217 196205
Lferr_0208 '196917

Lferr_0209 197318
Lferr_o210 199264
Lferr_02'1'l '199712

LÍen_0213 201226
Lfe,r_O214 201687
LIer_O215 202263
Lferr_o216 203843
Lfeff_0217 204704
Lferc_o218 205275
Lferr_o219 205567
Lfer_0221 206171

Lfeff_0221 206554
Lferr_0222 208744
Lferr 0223 209714

165749
166240
166663
166982
168023
168706
168959
169700
171033
171448
174798
175966
177 420
179432
179845
1 81 318
181959
1A2792

183297
183533
184158
1A4730
1860'19

187 421

187849
188259
188971

190834
191657
193098
194439
'r95004

195698
196191

196660
1973'18
199225
199656

201552
202172
203846
204613
205024
205529
206013
206533
208740
209589
210067

0.61

0.57
0.45
0.56
0.58
0.55
0.51

0.61

o.62
0.62
0.66
0.63
0.68
0.6
0.68
0.67
0.59
0.58
0.58
0.67
0.58
0.45
0.59
0.55
0.54
0.52
0.49
o.57
0.62
0.59
ut)o
0.64
0.6

0.55
0.59
0.67
0.6
0.53
0.44
0.47
0.63
0.6

0.49
o.71
0.6'1

0.51

o.52

0.46

+

+

+

citocromo 8561
Proteína hipotética

Proteína hipotética
Transposasa
Proteína hipotética

Proteina hipotética
Proteína hipotética
Transposasa lSPsyl4
Region catal¡tica de lntegrasa
Regulador transcripcional (familia xRE)

ProteÍna de resistencia a acriflavina
Proteína hipotética
Proteína de eflujo membrana exierna

ATPasa de metales pesados t¡po P ( EC:3.6 3 3 )

Regulador transcripcional (ArsR fam¡ly)

aminotransferasa clase V( EC:2.8.1.7 )

Metiltransferasa tiPo 1 1

Tipo Gluiaredoxin 2

Regulador transcr¡pc¡onal (familia ArsR)

Proteína h¡potética
lvlet¡ltransferasa tipo 1 1

Proteina hipotética
C,xido reductasa piridina nucleotido-disulfuro FAD dep.

transposasa familia lS4

Proteína hipotética
Prote¡na hipotética
Proteína hipotét¡ca
P roteína con repetidos TPR

fansposasa lS4
F roteína hlpotética
Froteina hipotética
proteina función desconocida DUF214

relacionado con transportador ABC
F'roteína con dominio redoxina

tioredox¡na:b¡ogénesis de citocrorno c

Flegulador transcripcional (familia ArsR)

l TPasa de metales pesado tipo P( EC:3.6.3.3 )
proteina de función desconocida DUF302

F'roteína hipotética
f:rredoxina putativa 2Fe-2S
p,yr¡doxamina 5'-fosfato tipo oxidasa un¡ón FMN

Flegion catalitica de lntegrasa

Dominio lstB, prote¡na de unión a ATP

Proteína hipotética
Proteína hipotética
ProteÍna hipotética
Proteína hipotética
Proteína transposición B t¡po Tn-7

[:ndonucleasa TnsA
Proteina hipotética

+

+

+

+

+
+

+

+

+
+

+
+

+

+

+
+

+

+

+

+

i
+

+
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ORF Coord. Coord.
inic¡o term.

Hebra Descr¡pción

Lferr_r

Lfer 0225
210058
210455

211285

21357I

214762
216318
216689
217281
217862
218478
219051
219948
225160
225806
226342

226995
228913
229752
231404
231853
232898
233288

233665

236184
237429
23818'1

238449
240217
240612

242238
243472

244153

245255
246268
247688
247987
248675
251433
251621
253330
255017

257291

Lferr_0226

LfeÍ_0227

Lfen_0228
Lfer_0229
Lferr_0230
Lferr_0231
Lleff_0232
Lferr_0233
Lferr*0234
Lferr_0235
Lferr_0236
Lferc_0237
Lferr_0238
Lferr_0239
Lferr_0240
Lfen _0241
LfertO242
LIer-0243
Lfen_0244
Lferr_0245
Lferr-0246

LfeÍ_0247

Lferr_0248
Lier_0249
Lferr-0250
Lferr_0251
Lferr*0252
Lferr_0253

Lferr_0254

Lferr_0255
Lferr_0256

Lferr_0257

Lferr_0258
Lferr_0259
Lferr_0260
Lferr_0261
Lferr_0262
Lferr_0263
Lferr_0264
Lferr_0266
Lferr_0267
Lferr_0268
Lferr 0270

210462
211240

213587

214765

216216
216692
216886
217 469
218302
2'19050

2'19515
225098
225798
226345
226620
227005
228848
229755
231332
231856
232821
233284
233665

236187

237347
238169
238435
240140
240615
240953

242114

243125
244140

245253

246265
247677
247990

251104
251621

254967
255364
255687
258190

0.38
0.37

0.56

0.45

+

+

+

+

+
+

+
+

+

+

+

+

+
+

+

+
.t

+

+

Proteína hipotét¡ca
Proteína h¡potética
Subunidad de proteina de restricción t¡po lll ( EC:3.1.21.3

)

Dorninio mod¡flcación por restricción del DNA

(EC:3.1 .21.3)

0.56 N-6 DNA metilasa (EC.2.1 .1.72)
0.53 Domin¡o de proteína P¡lT

0.58 Proteínahipotética
0.68 ProteínahiPotética
0.61 Acetiltransferasafosfolípido/glicerol
0.63 Proteínahipotética
O.62 Dominio para la unión al DNA (fam¡l¡a exc¡onasa)

0.62 domin¡o de func¡ón desconoc¡da DUF1738

O.62 Proteinahipotética
0.63 Proteínahipotética
0.59 Proteínahipotética
0.58 Proteinahipotética
0.59 Proteínahipotética
0.62 Proteínahipotética
O.62 ProteÍna tipo relaxasa VirD2 (via de secreción t¡po lV)

0.61 Proteínahipotética
0.62 ATPasa tipo P conjugativa TrB

0.66 Proteína para Ia transferencia por conjugación TrbC

0.61 Proteinahipotética
Componente CagE TrbE VirB del sistema de transporte

tipo lV
O.62 Proteínahipotética
0.59 Proteína de conjugación tipo P TrbJ

0.58 Proteínah¡potética
0.63 Proteina de transferencia tipo P TrbL

0.57 Proteinahipotética
0.6 Proteína de función desconocida DUF167

Proteína con dom¡nio tipo TIR (Toll-lnterleukin 1-

resistance)
Proteína hipotéiica
Proteina de transferencia por conjugación

Proteína de transferencia por conjugacion
TrbGA/¡rB9/CagX
Proteína hipotét¡ca
Proteina de conjugación de la famil¡a Trbl

Proteína hipotética
Transglicos¡lasa lít¡ca catalitica
Proteína de la fam¡l¡a TRAG
Proteína hipotét¡ca
Sistema de estabilización de plasmidios

transposasa lS66
Proteína de la familia lS66 Orf2
Proteína hipotética
Fosfolipase D

0.61

+

+

+

+

+
+

+

0.47

0.45
0.6

0.6

0.6'1

0.63
0.64
0.64
0.6

0.62
0.58
0.6
0.6

0.56
0.59

65



Coord. Coord.
¡nicio term.

Descripción

Lfeta)2l2 258859 260097 - 0.61 Proteína de partición tipo parB

Lfen-0273 260099 260869 - 0.58 Ácido cobirinico ac-diamida sintasa

Lfen-0274 260872 261267 - 0.6 Proteína h¡potét¡ca

Lferao27s 261316 261627 0.57 Proteína hipotética

Lfefi_o276 261781 262371 - 0.61 Proteinade la v¡a de secreción tipo proteasa TraF

Itetr-0277 262343 262555 - 0 56 Proteína hipotética

Lfen--q279 262844 264202 - 0.62 Proteina de la familia TraB

Lferr-0280 264199 264792 - 0.61 Proteina hipotética

Lfefi-0282 265276 265572 + 0.59 Regulador transcripcional putativo

Lferr-0283 266349 268403 - 0.6 DNA topoisomerasa lll( EC:5'99 1 2 )

Lferr-0284 268616 268861 - 0.49 Proteína hipotét¡ca

Lferr-0285 268864 269637 - A.52 proteina fofatasa serina/treonina

Lferr-0286 270086 270589 I 0.52 Proteína hipotética

Ller_0287 270589 272049 + 0.53 Proteina hipotét¡ca

Lfeff-0288 272042 273073 + 0 52 Factor transcripc¡onal ¡/dcH

Lferr-0289 273095 273844 + 0.51 Proteína de función desconocida DUF262

Lferr-0290 273853 275316 + 0.48 Proteína hipotét¡cá

Lferr_0291 275638 276117 + 0.45 Proteína hipotética

Lfeff_O2}2 276869 277819 + 0.55 Proteína hipotética
Polrmerasa de DNA dependiente de RNA (Transcriptasa

Lferr_0293 277816 278763 r 0.52 
Reversa)

LfeÍ._02g4 278957 281278 + 0.57 Endonucleasa dependiente de ATP (familia OLD)

Lter_O295 281275 283164 + 0.57 Proteína hipotética (EC:3 6.1)

Lferr 0296 283488 283793 - 0 57 Proteína hipotética

Lferr_0297 283968 284141 + 0.52 Proteína hipotética

Lferr_0298 284128 284658 + 0.56 Proteína hipotét¡ca

tterr_óizll 258518 258775 - 0.56 Proteina hipotética

L1efi_t¿29é 2ó412ó Zó40CÓ + rj'oo rrutt,r¡'a r'¡Peteuua

1 Los datos se obtuvieron desde fittp:/iwww.iqi.doe.qov/. En rojo se ¡nd¡can los genes

que delimitan la lG de A. ferrooxidans ATCC 53993. La posición de los oRF en el

genoma se muestran por la pos¡ción del primer nucleót¡do en "coord incio" y la posic¡ón

del último en "Coord term".
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Tabla A3. Determinac¡ón del tiempo generacional para en crecimiento de A'

fenooxidans en presencia de Cu1.

1En A se muestra et tiempo generacional determinado para la cepa ATCC 53993 y en B para la cepa

AICC 232270 de A. ferroox¡dans. cada valor fue obtenido desde la pendiente entre los puntos que

presentan un comportamiento l¡neal en la representac¡ón gráfica. cada valor corresponde al promed¡o de

tres repl¡cas biológ¡cas. N.D: no determinado.

19,7

N.D

Condic¡ón de
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Tabla A4. Abundancia relativa de las cepas ATCC 53993 y ATCC 23270 en mezcla de
cultivos.

50 mM Cu
Gen-- ueoa

especitrco

Lferro167

Afe1334

cyc2¡¡

53993

23270

Suma

'1.4x 105 + 3.8x 10a

2.Ox105 ¡ 2.1 xl}a
3.4x 105 t 4.3x104

3.2x l05 t 4.5x10a
4.9x1Oa * 5.0x103
3.6x105 + 4.6xfOa

2.4x1O5 t 3.9 x1oa 3.7x105 r 8.1 x10a
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Figuras

Part¡dor Afe1334 Partidor copA3a,
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Abstract There is great interest in understanding how
extremophilic biomining bacteria adapt to exceptionally
high coppor concentrations in their snvironment. l¿id-
ithiobacillus fenooxidans AÍCC 53993 genome possesses

the same coppcr resistance dcterminants as strain ArCC
23270. Howeve! the former strain contains in its genome a

160-kb genomic island (CI), which is absent in ATCC

23270. This G[ contaiDs, a¡nongst othe¡ genes, several
genes coding for an additional putat¡ve copper ATPase and

a Cus system. l.r/ 2o¡idqns ñCC 53993 showed a much

higher rcsistance to CuSOa (>100 mM) than that of strain
lfCC 23270 (<25 mM). When a similar numbe. of bacteria

from each strain wcre mixed and allowed to grow in the
absence of copper, their rcspective final numbcrs remained

app¡oximately equal. Howeve¡ in thc prcsence of coppeq
there was a clear overgro\Á,th of strain ATCC 53993

compared to ñCC 232"10. This behavior is most likely
explained by the presence of thc additional copper-
resist¿nce genes in the GI of strain ATCC 53993. As
determined by qREPCR, it was demonsfiated that thcse

genes are upregulated when A. .feruto dans ATCC 53993 is

grown in the presence of copper and were shown to be
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functional when expressed in coppcr-sensitive Escherichia

coli mutants. Thus, thc rcason for resistance to copper of
two strains ofthe same acidophilic microorganism could be

detennined by slight differences in their genomes, which
may not only lead to changes in thcir capacities to adapt to
their environ¡nent, but n]ay also help to select the more fit
microorganisms for industrial biomining operations.

Keywords Genomic islands. Copper resistance.

Aci cl i t h i obaci llus fenoox i cla n s 2327 0 - Ac id ¡t h i o b ac i I ¡ us

ferrooxidons 53993

Introduction

When cellular copper concentration cxceeds acceptable

levels, mechanisms of resistance are activated in order to

survivc this advcrse envirorunent (Rensing a¡d Grass 2003;

Magnani and Solioz 2007). ln Gram-negative bacteria, one

of the pathways described for Cu resistance is the active

efflux ofrretal from the cytoplasm to the periplasmic space,

canicd out by ATPases locatcd in the intemal membrane of
the bacteria (Rensing and Crass 2003). Somc microorgan-

isms may pump metal from the c)'toplasm directly to rhe

extacellular space by systems of the resistance nodulation

cell division (RND) family of carriers, the Cus system of
Escherichia coli being the best known of this kind of
dctoxification organization (Outten et al. 2001). Thc

capacity of some species to bind the metal in the
periplasmic space by means of copper chaperones has also

becn reported (Puig et al. 2002).

Acidithiobacillus ferrr¡oxidans is a Gram-negative, aci-

dophilic chemolithoautotloph that can use fe¡rous iron,

@ Springer
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reduced species of sulfur, or metal sulfides as cnergy
sources (Rohwerder ct al. 2002; Rawlings 2005; \álcnzucla
et al. 2006; Jerez 2008). A. ferrooxidans can resist
exceptionally high copper (up to 800 mM CuSOr) ard
othe¡ metal concentrations (Orell et al. 2010). This property
is important for the usc of this lnicroorganism il1 biomining
processes, where copper levels usually range between 15

and 100 mM CuSOa (Watling 2006).

Current knowledge indicates that key elelnents involved
in copper rcsistance of A. /brrooridans appcar to bc a wide
repenoire of known copper-resistance determinants and

their duplication, fte plesence of novel coppcr chapcrones,

and abundant rese¡ve of inorganic polyphosphate (polyP)

used in a polyP-bascd copper-resistance system and as a

defensive response to oxidative stress (Alvarez and Jeiez

2004; Orell et al. l0l0). A..ferruoxídatrs ATCC 232'70 can

survive high copper concentrations by having in its genome

at Ieast ten genes that are possibly related to copper
homeostasis. These include three genes coding for putative
ATPases relatcd to thc traDsport of copper (copAl4;
copA24; ajnd «tpB.a), three genes related to a system of
the RND family, involved in the cxpulsion of copper from

the cell (arsA,1¡, cusB|r. cuscÁ), and two gencs coding for
periplasrnic chaperones for this mctal (cusF,¡ and copC4)
(Nava[o et al. 2009). The oxpression ofurost ofthcse open
reading frames (ORFs) was studied by real{ime I$PCR
(qRf-PCR) using l. /ent¡oxídans cells that were adapted to
grow in the prescnce of high conccntrations ol'CuSOa.
Thesc A. lernoxidans copper-rcsistancc determinants were

found to be upregulatcd whcn th¡s bacterium was exposed

to CUSOa in thc ra¡ge of 5 to 25 mM and conf'er¡cd E r:¿,li

a grcater resistance to copper compared to wild-t)?e cclls,

supporting their functionality (Navarro et al. 2009).

The genomic sequence of l../eno¿¡¡¡da¡s ATCC 53993
has rccently been annotatcd (http://w11.rvjgi.cloc.gov/). This
strain contains all the coppcr resistance genes present in ,{.

.fenooxidans AÍCC 23270 that have bccn experimentally
confirmed as being expressed in the presence of copper
(Luo et al. 2008; Navano et al. 2009; Orell et al. 2010).
These ORFs have 100% identity between their
corrcsponding DNA sequences. Howevcr, l, .ferrooxidatts
ATCC 53993 contairis several additional putative metal-
resistance ORFS. Thcsc putativc gcnes arc clustercd in a

DNA region or genomic island (CI) that is absent in the
getomc of A. .ferrooxíduns sfiai¡. ATCC 23210 (Orcll et al.

2010; Cardenas et al. 2010). lt is well known that in
gencral, GIs influence traits such as antibiotic resistarce,

symbiosis, fitness, and adaptation in pathogenic and

environmental microorganisms (Dobrindt et al. 2004).
Genomic strain variations have also beeü fbund in the

acidophilic Leptospit'íllun group II by deep lnetagcnomic
genomc sequence analysis (Simmons et al.2008). There-
fore, it is possible that holizontal genc transfem between

Q springer

thcse and other microorganisms are kcy elements to
supplemcnt metal resista¡ce and possibly other properties,

thus conferring adaptational advantages to these acid-

ophiles.
The aims oI this work were to compare copper resistance

in A. .fbnoo dans strains ATCC 23270 arñ ATCC 53993
and to correlate this p¡operty with the presence or absence

ofa given CI in thc bacteria, which may lead to changes in

the adaptability ofdle microorganisms to their envircnment.

Materials and mcthods

Bactcrial strains and growth conditions

Both strains of A..ferruoxiduns (A§CC 23210 and ATCC

53993) were glown at 30'C in 9K medium containing
ferrous sulfate at pH 1.5 in the absence or presence of
CuSOa as previously described (Ramirez et al. 2002; \éra
ct al. 2008; Navano et al. 2009).

Whole-gcnorne alignments

The annotated genomes of L fenooxidans ñCC 232'70

(ht(p://crt¡ricvi.o€/) and A. fetooxídans ATCC 53993
(rvrv*:jgi.doe.gov/) were used to perform whole-genome

alignment using Mauve software (Darling et al.2010).
Mrolc-gcnornc representations and gene context graphics

were carricd out using thc Ceneious PRO 4.7 software.

ExfactioD of total RNA fiom A. .fetooxídans and oDNA
synthesis

To determiDe the effect of copper on the expression of
gcnes of interest, cells wcrc adapted to grow continuously
in the prcsence of different CuSOa concentrations until thc

latc exponcntial growth phase was rcached. At this iime,
total RNA was extracted l'rom each culture condition by
lysing thc cells as previously reportcd (\Ém et al. 2008;

Navarro et al. 2009) except that TRIzol (Invitrogen) was

used for the cxtraction. Any rcmaining DNAwas eliminated

from the RNA preparations by the addition of 4 U of
TURBO DNA-y'ee DNase (Ambion) tbllowing the manu-

fhcturer's instructions. For cDNA synthesis, 0.8 pg of total

RNAwas rcve¡se transcribed fo¡ I h at 42oC using ImProm-
II (Promega), 0.5 ¡rg of randorn hexamers @romega), and

3 mM MgCl, (\&la et al. 2008; Navarro et al. 200c)).

Primer dcsign, real-time RTPCR, and cloning of,4.

.fenooxilars genes

Prime¡s for qRFPCR were designed using the Primer3

software (Rozen and Skaletsky 2000). Since copA and Cus
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system genes arc highly conserued, it was not possible

to design plimerc able to disthguish individual genes.

Therefore, specific primers (Supplementary Tablc l)
were designed to analyze the global expression of three
groups of genes: copAA.copA l AicopA2n¡; cusC,a¡cus-
C I 4+ casc2 Af+ cuscJ¡¡ (presen¡ only in ATCC 53993);
cus F,lF cus F I + cus F 2,t i cus F 3 Al (prcssnt only i¡ ATCC
53993)+cusF4.q (presert only in ATCC 53993). Addition-
ally, specific primcrs were dcveloped to analyze the

expression of unique genes from strain ATCC 53993:
copA3A/\ cusF4A| aDd Lferrol86 by choosing specific
DNA sequences ofthese geles which are absent in the rest

of the genome. Moreover, the spocilicily of these primers
was confinned by the lack of qPCR rcaction products

when using geÍomic DNA isolated from strain ATCC

23270. DNA melting analysis showed a unique amplifi-
cation product and no amplification signals from non-
specific DNA scqueDces after 30 cycles. Also, aftor
sepamting PCR products by electrophoresis in a lo%

agarose gel (0.5x Tris acctate-EDTA pH 8.0 buffer), no

cross-amplification or non-specific bands were detectcd.
Copper-resistance gene explession was aoalyzcd by qRI

PCR by using the Corbett Rotor Gene 6000 system as

described previously (Navano et al. 2009), cxcept that the
Rotor Gene SYBR Green PCR Kit (Qiagen) was used. A
housekeeping analysis using threc genes was carried out using
üe Normfinder algorithm (Andesen el al. 2004). alaSl¡ was

selected as a rcfercnce gcnc since its exprcssion was found to

be the most stable under our experimental conditions.
A. fenooxidans genes of interest werc cloned in vector

pBAD-TOPO (Invitrogen) by following the manufacture¡'s
insfuctions, Ligation reactions and determination of thc
correct orientation of the genes cloncd and the expected
sizes for PCR fragmcnts were ca(ied out as described
previously (Nava|ro et al. 2009). All cloned gene insetions
we¡e checked by DNA sequencing.

Copper resistance, functional assays, and rnixed cultures

of A. fem)or¡dons straif,s

Sinca therc is cunently ro efficient and reproducible
methodology for the generation of knockouts in A. fentcox-
rdaas, thc functionality of d1e difcrent putativc copper-
resistance genes fiorí A. feflarox¡da s was tested by using
heterologous expression in E. co1l. Copper-sensitive E coll
K-)2 LcopA or A.cusCFBAlA.uteO mutants u,ere trans-
formed with vector pBAD-TOPO containing the gcnes of
interest («/§1"J4i cusF44, or copA3j arLd thc minimal
inhibitory concentratiofl (MIC) valucs of thcse transfoflnants
were determined as described bcfore (Navaro et al. 2009).

A mixtl'¡re ofabout 5 x 106 cells/rnl ofeach ,| fenooxklans
sbain was glown in the absencc or presence of CuSOa.
Rclative proportions of each ki¡d of bacterium were

estimated by meam ofqPCR, by using strain-spccific rnarker
primerc able to identiry each snain in the presence of the

other ORFS AFEI334 a¡d LFERRI6T we¡e the DNA
marker sequences used for l. .feü)ox¡dans ñCC 23270
and ATCC 53993, respectively. Strain-specifici¡, was con-
finned by PCR and qPCR. No cross rcaction between strains

was dctected by qPCR after 30 cycles of amplification.
Three i¡dcpendent cultures for a control a¡d a 50-rnM
CuSOa condition rvere tested. Cells were collected at the end

ofthe exponential gromh phase (approximately 2x 108 cells/

ml) by ccDtrifugation at 5,000x9 for 15 mür. Bacteria \Mcre

then washed and lysed as described before in the RNA
prepar¿tion section. DNA extractions were performed with
the Wizarclo Genornic DNA Extraction Kit (?romega), and

DNAwas quantified by using the Epoch Spcctrophotometer

System (Biotck). DNA preparations for each condition we.e

used as templates in qPCR reactions. To obtain the relativc
pelcontages ofcach sfrain in the mixture, thc relative marker
gene copy numberc wcre quantificd (Whelan et al. 2003).

Since each s¡:¿in conlains o¡ly a single copy ofcl,r, pcr cell,

this gene was used as a rcfclence to cstimate the total

nurnbers of bacteria prescnt in the mixhre.

Results

Cenomic rslinds in A..lern¡ori¿luns stratns

Figure la shows that A. fenoo»ídans sr"i¡ ATCC 53993

contains a GI of about 160 kb which is abscnt from strain

ATCC 23270. Additionally, strain ATCC 23270 has a 300-

kb region which is not complementary to the gcnome of
strain AflCC 53993 (Cardenas et al. 2010). Copper-
resistancc genes prcviously described for A- fe oo¡ido s

lilcc 23270 (Luo et al. 20081 Navarro et al. 2009) arc

present in both st¡ains. Strain ATCC 232'70 con¡ai¡s a

second Cus-like operoD interrupted by a transposase gene

which is absent in the gcnome of strain ATCC 53993
(cenfal expanded region in Fig. la).

Initial bioinfo¡matic analysis ofthe GI found exclusively
in A. ferruoxidans ATCC 53993 predicted the presence of
gefles encodi[g heavy metal-rgsistance dctelminants, such
as mercury detoxification (mcrA), extrusion (merC), and

thc transcriptional regulator (merR), as well as a copper-
tra,'rslocating P-type ATPase. Arnongst the other ORFS, a

llve-genc cluster potcntially encoding arsenic rcsistance

components and healy metal P-type ATPasc \r'ere present

(Cardenas ct al. l0l0).
Our more detailcd analysis (Fig. lb) indicates that the GI

cxclusive to strain ATCC 53993 is inserted aíier ORF
Lferr0127, which has been annotated as an enzyme relatcd
to tRNA metabolism (MiaB type). Six ORFs possibly related

to Cu rcsistance in this microoryanism are indicated by our

Q sp.r"ger
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proposed function (namcs in boid lcttcrs irl Fig. lb). A P-

twe ATPase (ORF Lfcrrol6T) was previously annotated as a

possible Cu-rcsislance dctcÍrnimrit (Cardenas ct al. l(110).

and we have \ún\ed it (opA3A/, A11 Cop like protcins lbund

so ftr in A. .lenooxidcurs, inc[iding CopA3¡ii ¿lralyzed in thc

prcsent communication. contain the lnetal binding lnotils

rvhich are highly conseñ'cd in Cop protcirrs fiom othet

microorganisms (Orell el al. 20I 0).

Other ORFs corespond to Incmbe§ of a putativc (us

system (dt. 3;7; ¿¡l.rBj,r/i and crrsC3;). Llerr0l74 and

Lféff0199 (Fig. Ib) havc a strong similarity to CusF-likc

chapercnes previously dcscribed in A. fcnrtoxidtttts lilCC
23270 (Navarro ct al. l0{)». LferrOl66 has bee¡ an¡otatcd

only as a heavy metal P-§ipe ATPase.

The coppcr-birrding site 01'r. .o/l CusF contains one His

and two Mct in addifion to aI1 u¡lusual Trp that prcsulni'rbly

intcracts with copper through a cation ¡l i¡rtcraclion (Xuc ct

al. 20{)8). All thc putative CusF-like proteins lrom ,4.

.fenooxidans shains ATCC 23270 and ATCC 53993 contain

a M(]t instcad ofa His iD their llutativc bitldiÍIg sitcs (tcsults

not shown). In additio¡, thcir arnino ¿cid scquonccs havc

possible signal pcptides, suggcsting that all arc cxpofted.

most likcly to the poripLasmic spacc.

Etlect of coppcr concentration on gro['th a¡d survival of-t.

f ¿ n1:) oxi d a n.e sttáit7s

It is expected that d1e additional nlultiplicity o1'possiblc
copper'-r'csistance detenninants in the Cl of A. fentnxidans
ATCC 53993 u.ould confc¡ a highcr tolerancc to thc Dlctai

compared to strain ATCC 23270. To test this hlpothesis, thc

Q sprinse.

growth capacity of both ,4. fettooxídans strains in the

prcsence of copper was detemi¡ed. When A. feftooxida §
AÍCC 23270 cells, which had not been adapted to $ow in
the pres€nce of CuSOa, were grow1l in different increasing

concenhations of the metal, a 50% inhibitio[ of gowth \Yas

observed in 10 mM CuSOa. On the other hand, ,{.

fenr,toxidans ATCC 53993 had an equivalant percentage of
growth inhibition at a colcentratioo of CuSOa higher than

IOO mM (results not shown). Figue 2a illustrates the effect

of 100 mM CuSO¿ on the gro*th of both A. fertooxidans
shains. In the absence ofcopper, only minor diferences in

growth ki¡etics were observed between the two §trains. On

the other hand, cell numbe$ of ATCC 23270 were reduced

by sevenfold when grcwn in 100 mM CuSOa, whereas

those of ATCC 53993 were diminished by only wofold.
This additio[al capacity of strai¡ ATCC 53993 to tolerate

copper should confe¡ it an adaptational advantage when

grcwing i¡ a microbial consortium such a§ the one usually

found in theil habitat.

A preliminary test for this idea was carried out by
growing a mixture of approximately equivalent numbeffi of
each strain in the absence or presqnce of copper' The

relative proportions of each kind of bacterium were

estimated by means of qPCR by using the §train-specific

primers. These rcsults are shown in Fig. 2b. Clewly, A.

ferrooxidans ñCC 53993 was able to outgrcw strain ATCC

23270 in tt,e presence of 50 mM CuSO¿ (Supplementary

Thble 2 §horMs the relative copy tumbers of the strain-

speciñc marker genes). This effect would probably have

been much morc dEmatic at the higher copper concen-

trations that strain ATCC 53993 can tolerate.
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Fig. 2 [ti¡ct of coppcr on growth of individual and nrixed ,'1.

.fernotirlatts strains. a A. /cmn\í¿ot$ lil'Cc 2321(J lcnlt)Í and lille¿
crt?¿s) ¡nd ATCC 53993 (e»tP^'dtt¿ l¡lkd ttia¡¡si¿r) werc inoculat€d

in a ftesh nrcdium i¡ the lbscnce olcoppcr (.,,p¡' .l),n¡o tu) or iD thc

prcsence of 100 mM coppcr (i11zri .r¡rdroh). In c¿ch casc. cells h¡d

not been prcviously expossd to copper E/?r,'¡¿li! indicate st¿¡dard

deviations ba.sed on thrcc independent cultures for cach conditl()ll b
Elhct of coppcr on a mixerl culturc ()1' ,'1 /¿rr1x,ri¡1¿n.! strains. A
niixed culturs of about l:1 A- fLrnnY¡dut]s [fCC 5399] (ó/aclr áa;s)

Highcr copper rcsistancc of A. fcrnotiduns ATCC 53993

appears to be related to the exprcssion ol gcncs

in its exclusive genomic islard

Both cusC.1/ arñ cusf.1¡ groups of gcncs showcd a high

r¡pregulation in the preseltce of copper in both ,4.

.fertootklans strai¡ls (Fig. 3a). Howcver, at 5 and 25 nrN't

CuSOr, ATCC 23270 showed slightly higher uprcgulatioll

of thcso gcncs colnpared to ATCC 53993. On thc othcr

hand. copA,7 genes shorved an uncxpected decreascd

cxpression *'ith increasing copper conccntmtions. Obvious-

ly, lurthcr expedrncntal work i§ rcquircd to undc§tand this

obscNation. A spcculativc cxplanation is that in thc

presence of higher CuSO.r concenfrations. tlle microorgaD-

isr¡s would prcfcrcntially usc Cu chapcroncs a¡d thc Cus

systems i[stead of the P-type AIPases. In this way, the

microorganism can savc ATP to respond to thc stlcss causcd

by thc prcsence of the metal.

lfth€ higher coppcr resista¡cc of strair ATCC 53993 is

due to the additional pLrtative copper-resistance dcternli-

nants prcscnt in its Ci, an uptcgulation of thc transcrip

tional expression of thc genes coding lbr thesc proteiis

should bc obscrvcd when cclls ate grcu'lt in the prcscnce of
increasing CuSO4 col]cenlr-ations. (iencs copA31¡ a

cr.rsFy'1¡ which ate prcscnt exclttsivcly in the GI of s¡rain

ATCC 53991 were also upregulated by thc presence of
copper Thc transcript lcvcls of thc putativo AIPasc .'op.1J¡l

incrcased as a function o1'a lrighcr CLTSOa conccntlation.

Additionally. thc lcvcls of the coppcr chaPeronc .t/-sF4;/

were incrcased at 5 mM CuSO1, and this expressioll

remained relativcly constant up to 100 mM CuSOa (Fig. 3

Co¡irol 50 ñM cusoa

And A lt|tuoxutui\ ATCC 23270 lsrq but:t) was preparcd as

dcscribcd iD NlJtcrlals ¡1r(l nlc¡hod§. Ailcr incubation ard harvcsting

of the csll mixture. tol¿l DNA §'as cxtractcd, and qPCR \tas
peri¡mrcd to qLrantiiy thc relati!,c proportions of cach §hain in the

culture. Perccntage v¡lucs \,i'ere calculated by quantilying thc relativc

copy nunibcrs of thc spccilic tnxrkcr Senes chosen to cstimate the

r€lativc abun.lancc of each strain. \álues arc based on threc diliérent

cxpcrinrental assays

b). On the other hand, ORF Lfcr¡0186 expression was

downrcgulateil under the conditions studied. Thi§ putative

AlPase does nof contai¡ thc copper-binding an¡ino acid

motif cor¡rnon to thc known coppcr P-typc ATPascs (Orell

ct al 2l)10 and rcfcrcnccs thcrcin). Thcreforc, its relatio¡

ship to Cu resistance if any is curcntly unkno\r'n

Coppcr-resistance gclles exclusively lbuld )n A. lénvoxidan.;
ATCC 53993 arc ñrnctional whcn exprcsscd in E. cr.t/i

The possible firnctionality of A..t'bnooxidans ATCC 53993

coppeI resistance dete¡uinants \4'as sft¡died by their capac-

ity to gcnetically complemcnt co¡pcr-se n§itivc E ¿o1i

mutants. Strairl Acryl was used to chcck the fuflctionality

<:tf cop;13..11; ancl str¡in lc¿¡eOl-4¿r.tcFB'4 was used fbr that

ol tttsFjs¡ a*l cusFl1¡. Figure 1 shows that when thc

exprcssion of cop,13.¡7 cloncd in the plasrrrid pBAD-TOPO

rvas induced rn E. ali Acop,4- about a 50% increase in the

MIC value was obse¡vccl comparcd wilh thc non-induccd

co ffol. Inductioll of thc cxprcssion of thc coppcr chaper-

ones cusF3,¡¡ a¡cl cttsF4,q t¡ E. coli AcueO/At'LtsCFBA

incrr:asecl coppcr resisrancc of this microorganism by 787n

and 6996, rcspcctively. Tllese rcsults strongly support the

flinctionality of thc coppcr-¡esistancc determina[ts prcscnt

in thc GI ofl. fé»aoxidan.¡ ATCC 53993.

Discussion

Previous rcpo¡1s have indicatcd thaf A../inutxidans ATCC

23270 resists coppc¡ in part, by th€ use ofa combination of

Q sp'inge¡
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Fig. 3 Relative transc¡pt levels ol copper-resisl¡lrce genes prcscnt Úr

,1. r4¡,i,o.r,¿/¡r,r. Exprcssion of coppeFl'esistnncc genes in both .ATCC

23270 and,ATCC 53993 strains (a) and thosc llenes exclusive ¡o.1

J€nlD\út¡rns ATCC s3q9l (b) \!as me¡sured by nrea¡s ol qftl-PCR

Induction ratios §erc dcterlnined hy conrpari¡g the relatjl'e transcript

an arnple colleclion ol rc(ognl/ed cupner-re{isl.1n(e Scllc\
(Orell ct al..l{)10; Wu et al. l(ll()) and a possiblc metal

resistance systeln based on ilorganic polyphosphatc (Keas-

ling 1997; Aharcz and Jercz l(x)f; Frankc ¿rnd Rensing

2{)07). The resuhs prcsented in this work show that ,.r'

Jérrooxidans ATCC 51993 has a lnuch h¡gher resistance to

copper than st¡ain ATCC 23270. Although we cannot

curre¡tly discount the participation ofothcr unknown genes

in thc high Cu rcsistance of strain ATCC 53993. ou¡

irudings corstitute the llrst experinrental cvidence for high

copper rcsistance duc to the exprcssion of gcncs present in

a GI oi an acidophilic chcmolithoautotrophic bactcrium.

There was an increascd transoúptional cxpressio¡ of ¿llmost

LcopA Acop¡ at!/.O atrco 
^rttropBADioPO pBADToPo Acu§CFBrl Att§C¡8Á AcrsCF8,A

(veclor alone) copÁ3i, pBADToPO pBADTOPo pBADToPo
(veclc. ¿ion.l cdsrii' cusF44

Fig. 4 Ileterologous lunctioml anslysis of /1. Jernarkla s ATCC

53993 genes expressed in coppeFsensitiv€ mut¡Ifs of[. ¿.,/, Copper-

resistáfce genes presenl in the Cl ol A. J.|'t'oo.\i¿a ! str¿ir 
^TCC53993 were cloned i¡ Ihc pBAD-TOPO vcl"()r and these construc-

tions were used to transtbrD either A.o¿4 or A( ucol)cu§CFBl1 l:.
.o/¡ tnutants Cene expression §as indL¡ced by thc addition ot 0.19';

arabinose or repressed by thc presence of 0.1% glucose in the grcwth

meLla hc rhiliry of thc.( /: ,/i lur:Irr. Iu rc.rJ (onner {Jj
detcmlncd by measurins the N'flC vahres. 6,70¡ ¡¿ra indic¡te the

standard deviatlons based on three ditIcrcnt cxperimenlul v¡lucs

Q sp.i"s"r

afcc 53993 Gl

CDNA l§\'cls fior¡ each ,1. fenoa.\idatts slrain grown in the copper

concentrations indicatcd ver§u§ those obtuincd in colrtrol cells grolvn

;n rh. .o,cnce ni,h. r)ielr' . rd r'or"rr,,td b) ¡'lJ.§ 1 e\prc":ñn ir
each case. trlrr ódl1 irdicalc stand¿r.l dcviations. and v¿lues were

obtaincd 1\ith three biolotical rcplicaies

a1i these gencs related to copper resistance. In addition. the

possible functionality of some of them was determined by

rherr crpccit¡ to curlcr E. ,,,/¡ a hrgher copner r(si\l¿n(e.

Thcse tesults stro¡gly suggesl thcir involvcmcnt in higher

mctal tolerance in ,4. férntariduns ATCC 53993. This

additio¡al capacity of stÍai[ ATCC 53993 to rcsist copper

nlay conf'el it aD adaptational advantage when growing ir a

microbial cornr¡unity such as the one norrnally found in

their cxtrcme habitat.

A ferroox¡Ll.Lt1s slrains h¿rve been desc¡ibed as being able

to groq, in extrerncly high CuSOa concentrations (100

800 mM rangc) (Das ct al. 1t9§; Wu et al. l0l0). Other

non-acitiophilic microorganisms ablc to grow in thc

paesence of sever¿l toxic nletals. such as Cupriavidrt.s

t etallidutLttls. tt¡leratc CuSOr in a much lower rangc

(1.5 12.5 rnM) (Chen et al. l00il). Ncveftheless, this

property of C. ntetullichu'ans has also bccn attributcd to

the prescnce of CIs rclated to mctal resistance (van Houdt

ct al. 1009). Thcrelbre, this phenomcnor may be a gencral

stratcgy used by environlnental microorganisms to tolerale

high leve1s of toxic mctals.

It will be of great intcrcst to es:ablish in future studics

u'hcther all tire rernaining putativc and hypothctical gcDcs

present i¡ thc Gl of A. Jbnrnxidan§ ATCCI 53993 have a

role in confcrring extra resistancc, not only to coppcr but

also to several other metals founcl in bioleaching habitats.

ÉuÍheflnore. thc charactcrization of metal-resistaüce dcter-

minants rvi1l Dot only contribute to our undcrstanding ofthe
nicchanisms th¡t acidophiLic bioleaching microorganislns

usc to adapt to their extreme environmel]t but to eventually

im¡rutc biornining proce:sc(.rs \\ ell

Finally, the study of novel metal-resistance determiniuts

in acidophilic cxtremophilcs will also help with the

functional anrotation of these genes in the available

genornic sequcnces of biomining extremophilcs.

AlaC 23278
ocopÁ¡r 6cusO¡r lcusF¡¡
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