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Naci en Santiago, tres semanas antes de la fecha prevista, en una lluviosa noche de
primavera del 7 de octubre de 1977. Soy el primer hijo del matrimonio de mis padres Mario y
Ximena. Creci en un entorno de mucho amor familiar. En Noviembre de 1980, a mis 3 afios
de vida, vino al mundo mi hermana Ximena, mi eterna cémplice a completar nuestra familia.

Desde nifio me mostré inquieto e hiperactivo, ni la violenta asma bronquial crénica,
que padeci durante 10 afos, logré mermar mi alegria y desbordante energfa. A los cuatro afios
mi madre me matriculo al colegio donde me dedique a al ajedrez y a leer cuanto libro llegara a
mis manos. Hacia 1989, el asma sc retiré parcialmente de mi vida gracias un largo y catisimo
tratamiento (aUn algunas veces me vuelve a visitar), nuestro pais volvia a la democracia y mi
adolescencia comenzaba a delinear su camino. En 1991 ingrese al Liceo José Victorino
Lastarria, donde se perfeccioné mi ajedrez, (mi pasién de aquella época), y se desarrollo mi
interés por la historia, la musica y las ciencias. Parte importante de este interés fue
tempranamente estimulado por mi abuelo Pompeyo Véliz, profesor de historia y pelitco,
quien dejo este mundo a los 78 afios en 1998,

Mi interés por la Biologia y la lectura de un par de articulos sobre ¢l DNA
recombinante y sus potencialidades futuras derivd en mi ingreso en 1995 a la Universidad de
Chile. Fui parte de la primera generacién de estudiantes de la nueva carrera de Biotecnologia.
(Que cambié posteriormente de nombre a Ingenieria en Biotecnologia Molecular gracias a
muchas gestiones de las cuales fui parte activa en mi rol de dirigente estudiandl). Mi estadia en
la Facultad de Ciencias marcé un cambio muy importante en mi visién de la vida. Me interesé
por la fisiologia y luego por la microbiologia. Realicé mi tesis de pregrado en el laboratorio de
Microbiologia Molecular y Biotecnologia, clonando y expresando un gen de Acidithiobacillus
Jerrooxiidans, una bacteria muy importante en procesos de biominerfa. Quedé muy interesado
con el tema y decidi realizar mi doctorado en esta misma irea y en el mismo laboratorio. Hoy,
siendo Doctor en Ciencias, espero partir prontamente al viejo continente a desarrollar mi post
doctorado con el objetivo de entender un poco mas acerca de la biologia de este interesante
microorganismo.

Parto feliz de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile, donde petmaneci
durante doce afios. Aca conocf al primer amor de mi vida, a grandes amigos y a un grupo de
personas muy buenas e inteligentes, cuya pasion por el conocimiento y la docencia les hace
renunciar muchas veces a mejotes expectativas ccondmicas, mostrando un claro ejemplo de la
pasion que nos mueve en nuestras vidas. Algtin dia espero volver.
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RESUMEN

El microorganismo quimiolitoautotrdfico Awdithiobacillus ferrooxidans es de gran
importancia en la biominerfa. Durante el proceso de biolixiviacién de minerales pueden
producirse diversos tipos de estrés como cambios de pH y temperatura, ademas de la
carencia de determinados nutrientes. En nuestro laboratorio hemos estudiado las
respuestas moleculares globales de A. ferrooxidans frente al estrés térmico, estrés de pHy
la carencia de fosfato. Este altimo es un nutriente esencial para todas las células y por lo
tanto, la falta de este compuesto puede afectar el proceso de biolixiviacion de minerales.
La fuente primaria de fosfato para los microorganismos es el Pi, aunque algunos son
capaces de utilizar también ésteres de fosfato (compucstos que posen un enlace del tipo
C-O-P) y tosfonatos (compuestos que poseen un enlace C-P bastante inerte). Cuando
se crece A. ferrooxidans en carencia de Pi, los cultivos alcanzan una densidad celular
menor, las células se vuelven mas filamentosas y disminuyen su capacidad de oxidar i6n
ferroso. Como patte de esta respuesta se sintetizan varias protefnas caracteristicas de
este estado. Una de ellas mostré ser homaéloga a la proteina PstS, que en Escherichia coli v
otras bacterias es la proteina periplasmitica de unién a fosfato y es parte del sistema
genctico conocido como reguldn Pho, que es empleado por los microorganismos para
responder frente a la carencia de Pi y captar trazas de este nutriente. A partir de la
secuencia aminoacidica del extremo amino de esta proteina, aislada mediante
clectroforesis 2D, iniciamos la busqueda del regulon Pho en el genoma de A
Jerrooxidans, la cual arrojé la presencia de 23 genes homologos a componentes del

regulon Pho de F. w/i y otras bacterias. Dentro de ellos se destacan el sistema de dos
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componentes phoB/phoR, el sistema de transporte especifico de Pi (Pst) codificado por
los genes pstSCAB-phoU, una duplicacién de parte de este sistema formada por los
genes pitS2C2-12, y un operén phu. Lin éste se encuentra completo el grupo de genes
ponGHIJKIM, codificantes para la C-P liasa, la cual es la principal enzima involucrada
en la degradacion bacteriana de los fosfonatos. Esto sugiere que 4. ferroxidans podria
utilizar estos compuestos como fuentes alternativas de Pi.

A. ferrooxidans, asi como algunos ottos microorganismos es un acumulador de
poliP, los cuales son polimeros lineales de muchas decenas o centenas de residuos de
ortofosfato unidos por enlaces fosfoanhidrido ticos en energfa, que pueden observarse
frecuentemente como granulos densos a los electrones. La principal enzima involucrada
en la biosintesis de poliP es la polifosfato quinasa (PPK) que transfiere el fosforilo
terminal del ATP al poliP, mientras que la enzima exopolifosfatasa (PPX) es
responsable de su hidrolisis. En E. w/ los genes ppk y ppx se encuentran formando un
operon, mientras que en . ferroxidans el gen ppx se encuentra tio debajo del operén
PitSCABpholl, y es cotranscrito con estos genes, lo que sugiere que en esta bacterda el
metabolismo del poliP podtria estar conectado con la expresién del regulén Pho.

Mediante el disefio y la construccion de un macroarreglo de 65 genes de .
Jerrooxidans dentro de los cuales se incluyeron los 23 genes de regulén Pho hemos
mostrado que estos genes se exptesan y que sus niveles de transcrito aumentan en
condiciones de carencia de Pi. Algunos de los datos se validaron mediante PCR en
tiempo real, lo que nos permitié comprobar que de los dos genes P18, el pst§2 es el que
muestra un mayor aumento en los niveles de transcrito en carencia de Pi, sugiriendo

que esta bactetia posee transportadores especificos de Pi y que la duplicacion del gen
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P38 le conferitfa una mayor capacidad de transporte de Pi cuando existe carencia de
este 10n. En el genoma de A ferrooxidans no existen transportadores homologos a Pit, el
sistema de transporte de Pi de baja afinidad de 5. w/. Se ha encontrado la presencia de
un marco de lectura homologo al sistema de transporte de Pi Pho84 de Saharomyces
cerevisize, perteneciente a la superfamilia de transportadores facilitadores, el cual es
activo a pH acido en levaduras.

En esta tesis se ha demostrado que A. fermworddans es capaz de crecer
sostenidamente en cultivos que contienen M-Pn o E-Pn como fuentes tnicas de
fosfato. Mediante RT-PCR, macroarreglos de DNA y PCR en tiempo real observamos
que los genes phn son co-transcritos v que existe un aumento de los niveles de transcrito
de estos genes cuando la bacteria se crece en fosfonatos.

Cuando se traspasa un cultivo de 4. fermoxidans crecido en ién ferroso al mismo
medio sin Pi, los poliP disminuyen a niveles menores al 10% inicial a las 72 horas de
crecimiento. Mediante experimentos de PCR en tiempo real hemos mostrado que los
niveles de transcrito para el gen ppx aumentan mas de 10 veces a las 20 y 40 h post
traspaso al medio sin Pi. Esto sugiere que en A. ferrooxidans el metabolismo del poliP
estaria ligado a la exptesion del reguldn Pho.

Cuando la bacteria crece con fosfonatos en lugar de Pi no es capaz de acumular
poliP, lo que indica que la degradacién de fosfonatos no genera un exceso de Pi que
permita a la bacteria acumular este polimero de reserva. Concluimos que . fermoxidans
posee un regulén Pho, donde la duplicacion del gen pszS v la capacidad de degradar
fosfonatos le podrian conferir a esta bacteria una venraja en la captacién de trazas de Pi
y en el uso de fuentes alternativas de Pi.

XVI



ABSTRACT

The chemolithotrophic microorganism Aadithiobacillus ferrooxcidans is of great
importance in biomining operations. During bioleaching of ores, microorganisms are
subjected to several environmental stresses such as pH and temperature changes
besides the lack of some nutrients. In our laboratory we have studied the global
molecular responses of 4. ferrooxidans to thermal and pH stresses and starvation of
some nutrients. Phosphate is an essential nuttient for all living cells, therefore, the lack
of this compound may affect the bioleaching of otres. The primary phosphate source
for the microorganisms is Pi, although some bacteria are also able to metabolize
phosphate esters (compounds that possess a C-O-P bond) and phosphonates
(compounds that have a very inert C-P bond). When _A. ferrooxidans is grown in the
absence of Pi the cultures reach a lower cellular density, the cells become notably
filamentous and diminish their ability to oxidize ferrous iron. As part of this response,
several characteristic proteins of this state are synthesized. One of these proteins was
homologous to the E. /i PstS protein, which in this microorganism and many other
bacteria is the petiplasmic phosphate binding protein and is expressed as part of the
genetic system known as Pho regulon, which is used by microorganisms as a response
to the lack of Pi for scavening traces of this nutrient. Based on this N-terminal
sequence, isolated from 2D electrophotesis we seatched for the Pho regulon genes in
the A. ferrooxidans genome sequence. We found the presence of 23 genes homologous
Pho regulon components of E. /4 and other bacteria. Within these genes we found the

two component system phoB/phoR, the Pst transport system encoded by genes



PitSCABphoU, a duplication of part of this system formed by the genes psz§2C€2A12,
and the phn operon, in which the gene cluster PphnGHIJKLM, that codifies for the C-P
lyase enzyme complex is complete. This is the main enzyme involved in bacterial
phosphonate degradation, suggesting that 4. ferrvaxidans could use these compounds as
alternative Pi soutces.

A. ferraoxidans, as a few other microorganisms, is a polyP accumulating organism.
PolyPs are linear polymers of several tens or hundreds of orthophosphate residues
linked by phosphoanhydtide bonds, which are frequently observed as electrondense
granules. The main enzyme involved in polyP biosynthesis is the polyphosphate kinase
(PPK), which catalizes the transfer of the terminal phosphoryl group of ATP to polyP,
while the exopolyphosphatase (PPX) is responsible for polyP hydrolysis, rendering Pi.
In E. wik ppk and ppx genes are linked together and form an operon, whereas in 4.
Jerrooxaidans the ppx gene is located downstream of the pstSCAB-phoU genes and we
found that in this microorganism is co-transcribed with this genes, suggesting that poliP
metabolism in this microorganism could be connected with Pho regulon expression.

By means of the design and construction of a DNA macroarray containing 65
A. ferrooxidans genes including 23 Pho regulon genes we have shown that these genes
are expressed and that their transcript levels increased in Pi starvation conditions. Some
of the data were validated by real time PCR experiments which showed that of both
pstS genes that are expressed, ps#52 gene is the one that shows the greatest increase in
its transcription level in Pi starvation, suggesting that 4. ferrooxidans has specific Pi
transporters and the psfS gene duplication would confer a greater ability for Pi
scavenging during Pi starvation conditions. In the A. fermoxidans genome we did not
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find any gene homologous to the E. w/i low affinity phosphate transport system Pit.
Instead we discovered the presence of an open reading frame homologous to the
Saccharomyces cerevisiae Pi transport system PhoB4, belonging to the major facilitator
super family that has its optimum Pi transpott activity at acid pH in yeast.

In this thesis we have shown that A. ferroxidans is able to grow in the presence
of M-Pn or Ii-Pn as the unique Pi sources. By means of RT-PCR, DNA macroarrays
and real time PCR experiments we showed that phn genes are co transcribed, and their
expression is increased when A. fermoxidans is grown in phosphonates.

When a culture of A. ferroxidans grown in ferrous ion was shifted to the same
medium without Pi, poliP levels decreased to ten percent of the initial value after 72 h
of growth in the absence of Pi. By using real time PCR, we have shown that the
transcription levels of the ppx gene increases more than ten times at 20 and 40 h after
the shift. This indicates that in A. fermoxidans, polyP metabolism could be linked to the
Pho regulon expression.

When the bacterium was grown in phosphonate as the only Pi source is not able
to accumulate poliP, indicating that phosphonate degradation does not generate an
excess of Pi that allows the bacterium to accumulate polyP. We conclude that 1.
Jerrooxcidans possesses a Pho regulon, in which a pst§ gene duplication and the ability to
degrade phosphonates would confer an adaptive advantage to this microorganism for

scavenging Pi traces and to use alternative Pi sources.
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1. Introduccion.

Los procariontes han logrado adaptarse y vivir en las mas diversas condiciones
ambientales, inclusive en lugares del planeta que se considerarian como extremos para
el desarrollo de las células vivas, tales como las regiones artica y antdrtica, las fosas
hidrotermales prescntes en los fondos marinos y los ambientes geotermales. Estos
microorganismos, en general, se denominan coloquialmente de acuerdo a su
“caracteristica”, por ejemplo los piezéfilos resisten altas presiones, los psicréfilos son
capaces de crecer en frio, al contrario de los termofilos e hiperterméfilos que estin
adaptados a altas temperaturas, los haldfilos son capaces de resistir a las altas
concentraciones de sal y los acidofilos viven a pH 4cidos. Durante los Gltimos afios se
ha desarrollado una gran cantidad de investigacién para comprender los mecanismos
adaptativos que poscen estos microorganismos para vivir en sus diversos habitats (Abe

y Horikoshi, 2001).

1.1. Biolixiviacion de minerales.

La biolixiviacién es un proceso biogeoquimico donde participa una comunidad de
microorganismos, dentro de los cuales se encuentran algunos de naturaleza
quimiolitoautotréfica, los que son capaces de obtener su energfa de la oxidacion de
sustratos inorganicos como azufre y sulfuros. La comunidad esta sometida a cambios
bruscos de temperatura, soluciones extremadamente 4cidas, presencia de minerales

sulfurados y iones de metales pesados potencialmente téxicos para las células (Dopson
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y col,, 2003). En tal ambiente, esta gran varicdad de microorganismos prolifera y sus
propiedades metabdlicas se utilizan con gran beneficio para extraer metales como cobre
y oro desde los minerales que los contienen, lo que ha llevado al desarrollo de un
proceso biotecnolégico conocido como biolixiviacién o biomineria (Hutchins y col.,
19806; Norris, 1998; Rawlings, 2002). Este proceso es de gran importancia industrial no
solo en Chile, sino que mundialmente, ademés de ser de bajo grado de contaminacion
ambicental comparado con los métodos tradicionales de extraccién de metales (Acevedo
y col, 1993; Gentina y Acevedo, 1985; Rawlings, 1997). Actualmente, la biolixiviacion
de minerales se utiliza ampliamente en facnas mineras gracias a que permite trabajar con
minerales de baja ley, cuya explotacion tradicional no es rentable. En nuestro pais
aproximadamente el 5 % del cobre total se recupera mediante este proceso.

En general, los ambientes lixiviantes contienen grandes cantidades de sulfuros
metalicos, los que son sometidos continua y simultineamente tanto a reacciones de
oxidacién quimica como bacteriana. Como producto final de la oxidacién de estos
compucstos azufrados, en gran medida catalizada por la accién fisiolégica de las
bacterias, se liberan altas concentraciones de iones de metales pesados v se genera una
gran cantidad de 4cido sulfurico, el que disminuye el pH del agua. Estc fenémeno se
conoce como el “drenaje dcido de mina” y puede potencialmente provocar graves

problemas de contaminacién, especialmente en sitios mineros abandonados (Johnson y

Hallberg, 2005).
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Dentro de la gran variedad de microorganismos capaces de desarrollarse en el
ambiente donde ocutrre la biolixiviacién, existen bacterias tanto quimiolitotréficas como
heterotroficas, arqueas, hongos, algas y algunos protozoos (Johnson, 1998). Una de las
caracteristicas mas sobresalientes de los microorganismos que habitan este ambiente es
su caracter acidofilo, ya que el rango de pH éptimo de crecimiento de éstos es menor a
cuatro. Adadithiobacillus ferrooxidans (ex-Thiobacilius ferrooxidans) es considerado como uno
de los microorganismos més importantes en el proceso de biolixiviacién de minerales
sulfurados y es la bacteria mas estudiada dentro de las que participan en este proceso,
donde ha sido empleada en la recuperacién de oro, uranio v cobre, siendo este ultimo
metal el mas importante (Olson y col., 2003; Rohwerder y col,, 2003).

A. ferrooxidans es una bacteria Gram-negativa, acidéfila, quimiolitotréfica y
autotrofica, que es capaz de obtener energia tanto de la oxidacion tanto del idn ferroso
como de compuestos inorginicos de azufre reducido. Una de las caracteristicas de A.
Jerrooxidans es presentar crecimiento en altas concentraciones de iones metdlicos. Por
ejemplo, es capaz de crecer en medios que contienen 160 g/l de Fe?” (Rawlings v
Kusano, 1994). Las altas concentraciones de metales en el ambiente donde se desatrolla
A. ferrooxidans hacen posible pensar que la biodisponibilidad de fosfato se vea afectada
debido a la formacién de precipitados, por ejemplo, con i6n férrico. Como
consecuencia de esto puede observarse una menor eficiencia en las faenas de
biolixiviacién debido a que la velocidad de crecimiento celular y la oxidacién de sales

ferrosas disminuyen (Tuovinen, 1990).
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1.2. Metabolismo del fosfato en las bacterias.

El fostato es un compuesto esencial para todas las células debido a que forma parte
de los 4acidos nucleicos v de los fosfolipidos, actia como fuente de energia v es
transferido a las proteinas para regular su funcién. Bajo condiciones naturales, el fosfato
disponible para un microorganismo depende de la cantidad que exista en el medio
ambiente asi como de su biodisponibilidad, la que es dictada por el pH del medio, la
presencia de metales pesados y otros factores (Wanner, 1996a). Escherichia coli, asi como
otras bacterias, es capaz de utilizar tres clases de compuestos como fuentes primarias de
fosforo: i) fosfatos inorgdnicos, los que existen en 3 formas: ortofosfato (Pi),
pirofosfato (PPi) y polifosfatos (poliP), ii) organofosfatos, caracterizados por la
presencia de un enlace éster del tipo C-O-P vy iii) fosfonatos (Pn), que son compuestos

que presentan un enlace C-P (Kononova y Nesmeyanova, 2002).
1.2.1. Transporte del fosfato.

En E. ml, cuando existe un exceso extracelular de fosforo, ya sea como Pi o como
compuestos fosforilados, éstos ingresan al periplasma a través de porinas generales de
membrana externa, tales como OmpC y OmpF. Los compuestos fosforilados generan
Pi mediante su hidrolisis mediada por fosfatasas tales como la fosfatasa alcalina (PhoA)
y el fosfato total del periplasma ingresa al citoplasma a través del sistema de transporte
de fosfato inorginico Pit (phosphate inorganic transporter), que se encuentra en la
membrana citoplasmatica. El sistema Pit consta de 2 proteinas, codificadas por los

genes pitA y pifB, cuya expresion es constitutiva. Su mecanismo de transporte es
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dependiente de la fuerza protén motriz y la presencia de cationes bivalentes es esencial
para su actividad. Pit transporta, en simporte con un protén, complejos de metal-
fosfato (MeHPOy), los que son neutros v solubles a pH 7. Pit tiene alta velocidad y baja
afinidad, con una Km aparente de 38.2 uM para el fosfato, que ha sido medida en
c¢lulas completas y una velocidad méaxima de 55 nmoles de Pi ingresado por minuto

por miligramo de proteina (van Veen, 1997).
1.2.2. El regulén Pho.

Frente a la carencia de fésforo los microorganismos poseen sistemas genéticos
cuyos productos les permiten captar trazas de Pi desde el medio. En E. w/ v otras
bacterias existe un sistema conocido como el regulén Pho, que es un conjunto de genes
que aumenta coordinadamente su expresién mis de cien veces frente a la carencia de
fosfato (concentracion menor de 4 uM de Pi para E. w/), mientras que su expresion se
teprime cuando hay un exceso de este compuesto (Wanner, 1996a).

En E. e/ se han descrito 38 genes que conforman el regulén Pho. Bstos se
encuentran organizados en ocho unidades transcripcionales, dentro de las cuales se
destacan el gen phoE, ¢l cual codifica para una porina de membrana externa (PhoE),
que permite el ingreso de compuestos fosforilados al periplasma; el gen phoAd, que
codifica para una fosfatasa alcalina (PhoA) no especifica que se ubica en el periplasma,
cl operdn pstSCAB-pholU, que codifica para el sistema de transporte especifico para
fosfato Pst (phosphate specific transport) (Makino y col., 1988; van Veen, 1997) (Fig. 1)

mas una proteina auxiliar, llamada PhoU, y el operén formado por pheB/phoR, que
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codifica para el sistema de dos componentes donde PhoR es ¢l sensor y PhoB cl
regulador de la respuesta (Wanner vy Chang, 1987). Ademds existen dos operones phn,
relacionados con el metabolismo de los fosfonatos (Wanner, 1994), el operén ugp,
relacionado con el metabolismo de los gliceroles fosfato (Schweizer v Boos, 1985),
ademas de una unidad transcripcional que codifica para una proteina que une ATP
(Wanner, 1996a).

Los genes del regulén Pho se caractetizan por la presencia en su region promotora
de un clemento de control llamado caja pho, la cual corresponde a una secuencia
consenso de 18 nucledtidos (5~ CTGTCATAA/TA(T/A)CTGTCA(C/T)-3%),
ubicada aproximadamente dicz nucleétidos tio artiba de cada posible region -10 de los
distintos promotores de estos operones. La caja pho es el sitio de unién del activador
transcripcional PhoB en su estado fosforilado. Algunos genes del regulén Pho de
E. coli poseen mas de una caja Pho en su region promotora, existiendo dos para el gen
phoB y tres para el gen psS (Kimura y col,, 1989; Wanner, 1996a). La activacion del
regulon Pho se induce por la carencia de fosfato. Se postula que el sistema Pst, en
conjunto con la proteina PhoU regularia la actividad de fosfotilacién de la proteina
PhoR, que es el sensor. PhoR en su estado fosforilado dimeriza y adquiere la actividad
PhoB quinasa, que fosforila a la proteina PhoB, que en esta condicidn, activa la

transcripcion de los genes del regulon Pho (Fig 1).
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Otros fosfatos PI

Medio extracelular

Espacio periplasmico

H*MePO,"

G Activa la expresion de los
~ genes del regulon Pho.

poliP PPK - ATP

Citoplasma

Figura 1. Esguema de las vias de entrada del fosfato en E. coli. Para captar fosfato del medio esta bacteria
utiliza la porina de membrana externa PhoE (especifica para antones) y las porinas generales OmpC y OmpF.
En el periplasma, la foifatasa alcalina (PhoA) degrada compuestos fosforilados captados del medio y genera Pi.
El Pi se une a PstS, que lo conduce al sistema de transporte Pst, ubicado en la membrana citoplasmitica y
Sormado por las proteinas PstA, PstB y PstC, mds una proteina auxiliar llamada PhoU, gue es nn vegulador
negativo cuya funcidn aun no estd completamente establecida. Ll sistemna Pst transfiere la sefial al sensor PhoR.
Este se antofosforila y transfiere su grupo fosfato al regulador transcripcional PhoB, el cual se activa e induce la
expresign del conjunto de genes del regulon Pho. Se muestra el sistema Pit, que corresponde a un sistema de

transporte de fosfato de expresion constitutiva.
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En presencia de un exceso de fosfato, PhoR facilita la desfosforilacion de PhoB
fosforilado y se detiene la transcripcién de estos genes (Wannet, 1996a).

La porina de membrana externa, codificada por el gen phoE, es importante en la
difusion de los aniones a través de la membrana externa. Estos aniones incluyen Pi,
organofosfatos, poliP, 4cidos teicoicos, dcidos nucleicos y otros. Muchos de los
compuestos organofosforilados no pueden atravesar la membrana citoplasmatica, por
lo que son hidrolizados en el petiplasma por fosfatasas, dentro de las cuales se
encuentra una fosfatasa alcalina no especifica codificada por el gen phad. En
condiciones de carencia de fosfato, el Pi presente en el periplasma es incorporado al
citoplasma ptincipalmente por el sistema Pst (van Veen, 1997), el cual presenta una alta
afinidad por fosfato una y baja velocidad de incorporacién de este anién, con una Km
de 0.4 pM y una velocidad mixima de 15.9 nmoles de Pi por minuto por miligramo de
proteina. Este sistema pertenece a la superfamilia de los transportadores ABC v consta
de las proteinas PstA y PstC que son integrales de membrana y forman parte del canal.
PstB es la ATPasa (a veces también llamada permeasa) v PstS (también llamada PhoS)
es la proteina peripldsmatica de unién a Pi (Fig. 1). En E. w#, los genes de este sistema
se encuentran formando parte de un operén junto con el gen phol, que codifica para
una proteina auxiliar (Wanner, 1996b). La expresion basal de este operdn es necesatia
para la regulacion del regulon Pho. La proteina PstS se ha cristalizado y su estructura ha

sido resuelta a 1.7 A mediante difraccion de rayos X. Se ha mostrado que la union del
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Pi esta totalmente determinada por enlaces de hidrégeno con ocho aminodcidos
presentes en su sitio de union (Luecke v Quiocho, 1990).

Existen dos tipos de controles del regulon Pho que no dependen de la
concentracion de fosfato. Estos estin dados por: 1) la quinasa sensora CreC,
(anteriormente llamada PhoM), que puede fosforilar a PhoB (Makino y col., 1984) y 2)
el metabolito acetil fosfato, que por una via no conocida, también puede activar a PhoB

(McCleary, 1996).
1.2.3. Metabolismo de los fosfonatos.

Como se menciond anteriormente, los fosfonatos son compuestos que se
caracterizan por tener un enlace C-P el cual es muy resistente a la hidrolisis enzimatica,
la descomposicion térmica y otras degradaciones bioquimicas (Ternan y col, 1998).

La existencia de organofosfonatos se descubrié en los afios 40 con la sintesis del
acido aminoetilfosfénico. Posteriormente, se sintetizé una serie de alquilfosfonatos y
alquilfosfonatos amino sustituidos. A fines de los afios cincuenta se aislé el primer
organofosfonato de origen biologico, el 2-aminoetilfosfonato (2-AEP), obtenido a
partit de un hidrolizado de un extracto de éter/etanol de protozoos del rumen. Luego,
se demostrd que este compuesto se encuentra ampliamente distribuido en organismos
inferiores, donde existe como un fosfonolipido, con ¢l 2-AEP presente en lugar de su
analogo 2-ctanolamina fosfato. Ademds del 2-AEP, existen muchos otros fosfonatos de
ocurrencia natural tales como los antbidticos fosfonomicina (icido 1,2-cis-

epoxipropilfosfénico) aislado de cultivos de Streptomyces fradiae que inhibe la biosintesis
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de 4cido UDP-N-acetilmurdmico, esencial para la formacién del peptidoglicano, cl
bialafos (L-alanil-L-alanil fosfinotricina), que inhibe a la enzima la glutamina sintetasa y
el alafosfalin (icido L-alanil-L-1-aminoetilfosfénico), que también inhibe la sintesis del
peptidoglicano (Ternan y col., 1998).

Existen también fosfonatos de origen sintético, cuyo desarrollo se ha llevado a cabo
durante los dltimos 60 afios. Principalmente se utilizan como herbicidas y aditivos de
detergentes. A nivel comercial, el mds importante es el herbicida glifosato (N-
fosfonometil-glicina), que bloquea la via del 4cido shikimico para la biosintesis de
aminoacidos aromaticos en las plantas. Se han desarrollado plantas transgénicas
resistentes a glifosato, las que junto con este dltimo son comercializadas pot la empresa
Monsanto. La creciente abundancia de fosfonatos en el medio ambicnte se ha
convertido en un problema de contaminacién debido al caricter téxico de muchos de
ellos y a la naturaleza inerte del enlace C-P.

En ambientes naturales, la capacidad de degradar fosfonatos es propia solamente de
microorganismos, principalmente de las bacterias Gram-negativas, algunas bacterias
Gram-positivas, asi como también algunas levaduras y hongos (Kononova vy
Nesmeyanova, 2002). La amplia distribucién de los fosfonatos en la naturaleza los
convierte en valiosas fuentes de fésforo para sostener el crecimiento bacteriano y en
algunos ambientes oligotréficos con bajos niveles de otros fosfatos los fosfonatos
proveen una fraccion significativa del fésforo necesario para el crecimiento celular, Por

lo tanto los MiCroorganismos que tengan capacidades degradativas de fosfonatos tienen
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una importante ventaja adaptativa frente a otros que no la poseen, como sc ha
reportado para el caso de los diazétrofos marinos del género Trichodesminm (Dyhrman y
col., 2006).

La ruptura del enlace C-P es realizada por varias enzimas presentes en distintos
tipos de microorganismos, tales como el complejo de la C-P liasa, la fosfonatasa,
fosfonoacetato hidrolasa y la fosfonopiruvato hidrolasa (Kononova y Nesmeyanova,
2002). Las dltimas tres enzimas anteriormente mencionadas sélo funcionan con ciertos
fosfonatos, mientras que la C-P liasa es la mas importante en la degradacion debido a
que es capaz de romper una amplia gama de fosfonatos estructuralmente diferentes. Ta
actividad C-P liasa en E. w/ v varias otras bacterias sélo se ha observado en células
permeabilizadas y no se ha logrado medir nunca en extractos libres de ellas (Wackett y
col, 1987a; Yakovleva y col., 1998; Ternan vy Quinn, 1998). La degradacién de
alquilfosfonatos mediante la C-P liasa genera Pi més el correspondiente hidrocarburo.
Cuando FE. wm/ degrada metilfosfonato se forma metano en proporcién 1:1 con el
fosforo intracelular formado del alquilfosfonato v dependiendo de la naturaleza de este
altimo pueden liberarse etano, propano, butano, pentano y hexano (Ternan y col.,
1998).

En E. wi, se han identificado los genes responsables de la degradaciéon de los
fosfonatos gracias a estudios de mutacién, mapeo y clonamiento. Se les ha llamado
genes phr (Metcalf y col., 1990; Wanner, 1992) y se ha demostrado que la base genética

para la utlizaciéon de los fosfonatos estd codificada en un operén de catorce gencs,
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denominados phnCDEFGHIJKIMNOP cuya expresién es controlada por un solo
promotor encontrado rio arriba del gen phnC. Estos genes conforman una de las
unidades transcripcionales mas largas de E. wf, y se ha descrito que su patron de
expresion forma parte del regulon Pho (Wackett y col,, 1987b). El anilisis genético
posteriot ha establecido que phnC, phnD v phulZ son los constituyentes de un
transportador de alquilfosfonatos en el cual phuD serfa una proteina petiplasmica,
mientras que phnC y phulE serfan proteinas de membrana. Los siete productos génicos
codificados por los genes phnGHIJIIM forman parte del complejo de la C-P liasa, cuya
ubicacion subcelular es de membrana, mientras que los productos de phuIN v phnP no
son requeridos para la catalisis vy podrian ser proteinas accesorias a este complejo. La
proteina PhnN podtfa tener actividad ATPasa, mientras que las proteinas codificadas
por los genes phub' y phnO no son necesarias para la catilisis v podrian tener una
funcién regulatoria (KKononova y Nesmeyanova, 2002).

La amplia capacidad de degradacion de fosfonatos mediante la C-P liasa ha llevado
las investigaciones sobre la degradacién de fosfonatos a i) la bisqueda de otros
microorganismos que posean cstos genes, ii) la desctipcidn de las capacidades
degradativas de estos dltimos y iii) la realizacién de estudios acerca de la evolucién de
estas vias degradativas en los genomas mictobianos (Huang v col., 2005).

Muchas de las bacterias en las que se han establecido capacidades para degradar
fosfonatos mediante la C-P liasa son Gram-negativas, conociéndose a la fecha sélo tres

representantes de bacterias Gram-positivas. Estudios recientes sugieren que esta
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capacidad degradativa existe en un amplio espectro de bactetias cuyos genomas no han
sido secuenciados a la fecha. En los genomas bacterianos secuenciados al afio 2005 se
ha mostrado que existen genes homologos al cluster phn solo en tres genomas de
bacterias Gram-positivas. También existen homdlogos en cuatro de los catorce
genomas completos de a-proteobacteria y en once de los cuarenta y tres genomas de y-
proteobacteria. No se identificaron genes homologos dentro de las e-proteobacterias.
Por otro lado los géneros Nostoe, Thrichodesminm, Chloroflexus y Oceanobacillus son las
unicas taxa fuera de las proteobacterias en las cuales se ha encontrado un cluster de

genes phn (Huang v col., 2005).

1.2.4. Metabolismo de los poliP.

Los poliP inorginicos son polimeros lineales de residuos de ortofosfato unidos por
enlaces fosfoanhidrido cuya hidrélisis libera alta energfa (Fig. 2). Pueden ser obtenidos
in vitro a altas temperaturas a partir de Pi. Se encuentran en todos los seres vivos v se ha
postulado que son una de las macromoléculas mds antiguas e importantes en la
evolucion prebidtica (Kornberg y col., 1999). En algunos microorganismos, cuando se

acumulan en exceso, son capaces de formar grinulos densos al paso de los electrones

(Kulaev y Kulakovskaya, 2000).
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Figura 2. Polifosfato inorganico. EJ valor de n en las cadenas mas largas es de varios cientos en las bacterias.
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En E. wl la polifosfato quinasa o polifosfato ADP fosfotransferasa (PPK) es la
principal enzima responsable de la sintesis de poliP a partit de ATP. Cataliza la
transferencia reversible del grupo fosforilo y del ATP al poliP (Ahn v Kornberg, 1990).
La PPK es un homo tetramero de subunidades de 80 kDa codificadas por el gen ppk
(Akiyama y col., 1992).

No obstante, la presencia de poliP de cadena corta en un mutante ppé de E. wli
sugiere que en este microorganismo existirian otras enzimas involucradas en la sintesis
del poliP (Kornberg v col, 1999). La PPK de E. wi presenta otras actividades
enzimaticas, tales como nucledsido difosfato quinasa, la cual cataliza la reaccion de
fostorilacion de GDP y otros nucledsidos difosfato para formar nucledsidos trifosfato
(Kuroda y Kornberg, 1997). También, genera guanosinas tetrafosfato, a partir de
pirofosfato y GDP (Kornberg y col., 1999).

La principal enzima responsable de la degradacion del poliP en E. wh es la
exopolifosfatasa (PPX). Es un homodimero de subunidades de 58 kDa, codificado por
el gen ppx (Akiyama y col,, 1993). En E. wii y Vibrio cholerae se ha observado que los
genes ppk y ppx se encuentran formando parte de un operén (Ogawa y col., 2000),
mientras que en Psexdomonas aernginosa se encuentran juntos pero organizados en forma
convergente (Zago y col., 1999).

Se ha postulado que el poliP actia como sustituyente del ATP en reacciones de
proteinas quinasas (Kornberg y col., 1999; Kulaev y Kulakovskaya, 2000). También es

una reserva de Pi, debido a que el poliP puede ser convertido a Pi por la accién de
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polifosfatasas como la PPX, lo que asegura una mantencion de niveles estables de este
i6n (Kornberg y col., 1999); su alta densidad de cargas negativas y la flexibilidad de su
enlace lo convierte en un buen agente quelante de iones metilicos bivalentes tales como
Mn?*, Mg?*, Ca?", Al*", lo que se traduce en su participacién en mecanismos celulares
de desintoxicacion (Keasling, 1997). También colabora en la mantencién del pH
intracelular al presentar accion tampén contra el leali (Kornberg v col.,, 1999). Existen
otras funciones del poliP como por ejemplo participar en la regulacion de la expresion
de ciertos genes tales como 7paS, factor sigma de fase estacionaria (Shiba y col., 1997) y
de los genes SOS, sistema global de respuesta ante distintos tipos de estrés (Tsutsumi y
col,, 2000). Se ha observado una asociacién funcional de la RNA polimerasa de E. o/
con poliP (Kusano y Ishihama, 1997). Otra funcién consiste en la formacién de
complejos junto con el polihidroxibutirato y Ca®". Se ha demostrado 7 wiro que estos
complejos forman canales de calcio no proteicos que son activados por el voltaje (Das y
col.,, 1997). Sc piensa que iz vivo estos canales controlarian la entrada de calcio para
mantener la homeostasis y evitar posibles respuestas fisiolgicas detivadas del aumento
de la concentracién citoplasmitica de este i0n. Se ha propuesto que estos complejos
estarfan involucrados en el transporte de ADN 2 la célula (Reusch, 2000).

Se ha demostrado que la mutacion del gen pp de microorganismos patégenos tales
como P. aeruginosa afecta su motilidad flagelat, la que es dependiente de la expresion de
rpoS (Rashid y Kornberg, 2000; Rashid y col,, 2000). Los mutantes ppk de Neisseria

gonorreae 'y N, meningitidis crecen menos vigorosamente que las células normales y
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muestran una mayor sensibilidad al suero humano (Tinsley y Gotschlich, 1995). Uno de
los mecanismos propuestos para explicar lo anterior consiste en que la PPK puede estar
involucrada en la regulacion del nivel de nucledsidos trifosfato y deoxinucledsidos
trifosfato debido a su capacidad de regenerar nucledtidos trifosfato (Kuroda y
Kornberg, 1997). Otras evidencias apuntan a que la PPK puede influenciar la
estabilidad de los mRNA debido a que forma parte del degradosoma de E. wi,
complejo de varias proteinas que estd relacionado con la degradacion de ARNm, en el
cual su funcion consistirla en mantener un microambicnte apropiado removiendo el
poliP inhibitorio ademds de los nucledsidos difosfato, debido a que mediante su
actividad reversa permite la regeneracion de ATP (Blum y col., 1997).

En bacterias patogenas, la PPK es altamente conservada, observindose en un
alineamiento de secuencias aminoacidicas la presencia de 2 regiones de alta 1identdad,
llamadas A y B. Se ha postulado que estas podrian ser un posible blanco para
antibiéticos de amplio espectro (Tzeng v Kornberg, 1998).

El poliP se ha encontrado en un amplio rango de organismos pertenecientes a los 3
dominios de los seres vivos, lo que ha permitido sugerir un importante papel evolutivo.
El estudio de las reacciones bioquimicas “fésiles” ha mostrado que las glucoquinasas de
ciertas bacterias tienen mayor actividad al utilizar poliP como susttato en vez de ATP.
En otros procariontes filogenéticamente més “jovenes”, la actividad de estas enzimas es
mas alta con ATP, mientras que las de eucariontes inferiores utilizan solamente ATP

(Kulaev y Kulakovskaya, 2000). Se ha postulado que el rol energético de los poliP ha
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ido decreciendo a lo largo de la evolucion y las funciones regulatorias aparecerian como
predominantes en los eucariontes (Kulaev v Kulakovskaya, 2000).

Un proceso de gran importancia ecoldgica consiste en la remocién de los iones
metalicos. Algunas bacterias utilizan la hidrolisis del poliP para desintoxicarse de
metales pesados que han entrado a la célula. Se ha sugerido que el poliP presente en la
superficie celular seria importante en la quelacién de cationes en la supetficie de las
células (Keasling y col., 2000). La relacién existente entre el poliP y la resistencia a
metales permite plantear la idea de utilizar microorganismos con ¢l metabolismo de
poliP genéticamente mejorado para biorremediar aguas contaminadas con metales
pesados. Se ha encontrado que una cepa de Pseudomonas que contiene un plasmidio que
expresa la PPK acumula grandes cantidades de poliP. Cuando este microorganismo,
con poliP, fue expuesto a uranilo en un medio con carencia de fosfato hubo una
remocioén de este i6n del medio, al parecer, formando precipitados con fosfato fuera de

las células (Keasling y col., 2000).

1.3. Metabolismo del fosfato en Acidithiobacillus ferrooxidans.

En nuestro laboratorio se ha estudiado la respuesta de A. ferrooxidans a 1a carencia de
fosfato. Se ha demostrado que al cultivar A. ferrvoxidans en un medio sin fosfato por 2
traspasos, por un lado, se reduce el crecimiento celular y el metabolismo enddégeno,
mientras que, por otro lado, aumentan los niveles de expresion de 25 proteinas, que
podrian formar parte de un sistema de captacion de fosfato similar al de bacterias

heterotroficas (Seeger y Jerez, 1993). La secuencia N-terminal de una de ellas presentd
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similitud con la secuencia N-terminal de la proteina PstS de F. w4 Al buscar en la
secuencia del genoma de A fermoxidans encontramos dos genes p5zS5, los cuales
denominamos psiS7 y pstS2 de acuerdo a su nivel de identidad con la PstS de E. el
También encontramos genes homologos a phoB phoR, pstS, pstA, psiB, psiC, pholU,
(componentes del regulon Pho) y los genes ppk y ppx, posibles responsables del
metabolismo del poliP en esta bacteria (Vera y col,, 2003) (Tabla 1).

La menor disminucién del crecimiento en el primer traspaso desde un medio con
tosfato hacia otro sin fosfato podrtia ocurtir potrque A. ferrooxidans estaria aprovechando
reservas de fosfato (Seeger y Jerez, 1993). Estudios de mictoscopia clectrénica de
transmision han mostrado que . ferrvoxidans acumula grinulos densos al haz de
electrones al ser crecido en un medio con fosfato. Estos desaparecen en los siguientes
traspasos a medios sin fosfato. Estudios de analisis de dispersion de la fluorescencia de
rayos X (EDAX, “Energy Dispesive Analysis of X-ray fluoresence™), han mostrado que
estos granulos electrodensos estan constituidos por fésforo y oxigeno, lo que sugiere
que se trata de poliP (Alvarez y col., 2001).

La ofganizacién genética del operén donde se encuentra el gen ps#S7 de A
Jerrooxcidans es muy similar a la de E. ek (pstSCAB-phoU), salvo por la presencia del gen
2px;, el cual se encuentra ubicado rio abajo de pholU. En E. wok, los genes ppk v ppx se
encuentran formando un operdn, mientras que en A fermoxidans no se encuentran
juntos (Fig. 3). Esto nos sugiere que la sintesis y la degradacion de poliP mediante la

PPX podrian ser dos procesos desacoplados y regulados de una manecra diferente en
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A. ferrooxidans. En csta bacteria, la sintesis podtia ocurrir en condiciones de presencia de
Pi (debido a que hemos observado presencia de granulos de poliP en estas
condiciones), mientras que la degradacién mediada por la exopolifosfatasa ocutriria en
carencia de Pi, donde sc estarfa expresando el gen ppx como parte de un posible

regulon Pho, (Vera y col., 2003).

Tabla 1. Comparacion entre algunas de las proteinas del regulén Pho de E. coli con las de A. ferrooxidans.

Proteina Pesa Moi?(cgl;r Teomia Punto Isoeléctrico Teorico Ide;;:;iad
A. ferrooxidans E. coli* A. ferrooxidans E. coli*
PhoB 27,8 26,4 6.6 5,4 49
PhoR 497 49,6 5.4 0.6 37
PstS1 36,2 37 94 8.3 50
PstS2 38.4 9.3 35
PstC 36,6 34,1 7 5,9 55
PstC2 34,4 8.8 36
PstA 30,5 32,3 10.4 9.9 55
PstA2 32,3 94 35
PstB 32,2 29 5,8 6,1 69
PhoU 26,4 274 5 3.1 44
PPX 53,4 58,1 7 6,7 34

* E. coli posee solo un gen pstS, pstC y pstA.

Un andlisis bioinformatico de las proteinas PstS1 v PstS2 de A. ferrooxidans muestra
que la PstS1 tiene conservados sicte de los ocho aminodcidos necesarios para formar
puentes de hidrégeno con el fosfato, mientras que la proteina PstS2 tiene conservados
seis de los residuos y sustituidos la fenilalanina 11 por leucina y la treonina 141 por
acido aspirtico (Vera y col., 2003). Este cambio puede afectar alguna de las propiedades
de transporte del fosfato, que se encuentra completamente determinado por enlaces de

hidrégeno (Luecke y Quiocho, 1990),
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Figura 3, Organizacion genética de los marcos de lectura abiertos de A. ferrooxidans que corvesponden a los
genes ortologos a los del regulin Pho de E. coli. (A) Organizaciin de los genes del regulon Pho de E._coli. (B)

Organizacion existente en A. ferrooxidans. Los marcos de lectura con un mismo color representan la posible

organizaciin en operones en ambas bacterias.

Para algunas bacterias es de vital importancia poseer capacidades alternativas de
obtencién de Pi. Debido a que la expresion de la C-P liasa forma parte del regulén Pho
en E. cok iniciamos la busqueda de los genes phz en el genoma de A. ferrooxidans. Se
encontré un posible operéon de genes cuyos marcos de lectura, al ser analizados
mediante el programa BLASTp, mostraron ser homologos a los genes phn descritos en
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algunas proteobacterias (Tabla 2). Los genes se encuentran fisicamente juntos en cl

genoma, formando un posible operén de 9,1 Kb. Se analizé la posible estructura de

este operon y se compraro con el operon phn E. coli (Fig. 4).

Tabla 2. Genes phu en el genoma de A._ferrooxcidans,

Gen Mejor hit de Blast Ide{;;:)dad Si“(‘jj:)t“d
Transportador  general de  sustratos ;
Pho841L. 36 57
Methanospirillum hungater |F-1
phal” PhnF Burkholderia psendomaller 1710b 33 52
phaG PhnG Rhodoferax fervireducens T118 38 58
phnH PhnH Rhigobinm eti CFN 42 41 54
phnl Phnl Adadiphilinm cryptum JE-5 59 70
phnf Phn] Addiphilinm cryptum JE-5 68 84
phiuK PhnK Psendomonas stutzeri 61 73
phnL. Phnl. Sinorbizobium meliloti 1021 55 72
phnM PhnM Preudomonas stutzeri A 62
phuN PhaN Rhodvbacterales bacterinm HTCC2654 38 54
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E. coli

phnC  phnD phnE  phnF  phnG phnH phnl phnd phaK  phal phnM phaN phnQ  phnP

A. Jert O0OXIAAns

}F’f 05‘;'_’31" phnG  phnH  phnl phnJ  phrK  phnl  phnM  hip  phnN  phnF
Josfato
perineasa

Figura 4. Comparacin de la estructura genética del los operones phu de E. coli y el posible operdn de A.

ferrooxidans. Se destaca en rojo la conservacion de los siete genes que formarian el complejo de la C-P lasa.

1.4. Hipétesis de trabajo.

A. ferrooxidans posee un regulon Pho, cuyos genes se inducirian en condiciones de
carencia de fosfato. El metabolismo de poliP se relaciona con la expresion de este
sistema debido 2 la ubicacion del gen ppa o abajo del sistema pst. A. fermoxidans posee
genes phn que le conferirian la capacidad de degradar fosfonatos y utilizarlos como

fuentes tinicas de fosfato para el crecimiento.

1.5. Objetivo general.

Caracterizar el regulon Pho de A. ferrmoxidans a nivel genético y funcional.
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1.5.1. Objetivos especificos.

Determinar si los genes del regulén Pho se expresan y si su expresién se
encuentra regulada por la cantidad de Pi presente en el medio de cultivo.
Cuantificar los niveles de expresion de los genes pstS7 y pst§2, responsables de la
union de Pi en el periplasma.

Determinar si A. ferrooxidans es capaz de crecer en fosfonatos como fuentes
unicas de Piy establecer si existe un aumento de el nivel de expresion de los
genes phn en estas condiciones.

Hstudiar la relacién entre el metabolismo de poliP y la expresién de los genes del

regulon Pho en A. ferrooxidans.
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2. Materiales y Métodos.

2.1. Cepas y condiciones de cultivo.

Se utilizo la cepa ATCC 23270 de A. fervooxidans, la cual se crecié en sendos medios
con 16n ferroso o tiosulfato como fuente de energia v Pi, metil fosfonato (M-Pn), etil-
fosfonato (E-Pn) como fuentes de fosfato.

Para el crecimiento en ién ferroso las células se cultivaron a 30°C, con agitacion
rotatoria (150 rpm) en un medio a pH 1,5 que contenia (g/L): FeSO4 x 7 H20, 33,3;
MgSOs x 7 H20, 0,4; (NH4)2804, 0,1; y KHoPO4 x 3 HO, 0,04, lo que genera una
concentracion de Pi de 0,17 mM en el cultivo. Cuando se hicieron experimentos con
medio de carencia de Pi, se prepard el medio anteriormente descrito sin agregar la sal de
tosfato. Los cultivos en tiosulfato se realizaron en el medio DSMZ 71 con los
siguientes componentes (g/L): KHoPOgy, 3; MgSO4 x 7 H20, 0,5; (NH4)2SO0s4, 3 v CaClz
x 2H0, 0,25. La concentracion de fosfato de este medio de cultivo es 22 mM vy el pH
final es de 4,6. El medio limitado de Pi se preparo con la misma sal de fosfato a una
concentracion final de 0,22 mM. El medio sin Pi se preparo con los mismos
componentes descritos anteriormente y omitiendo la sal de fosfato.

El crecimiento en fosfonatos se llevd a cabo en los medios con i6n ferroso o
tiosulfato anteriormente desctitos como fuentes de energfa. En ambos casos, la sal de

fosfato se reemplazd por M-Pn o E-Pn a una concentracién final de 1 mM. Las curvas
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de crecimiento se construyeron por conteo del nimero de células en una cimara

Petroff-Hausser.

2.2.Técnicas de biologia molecular.
2.2.1. Extraccion del DNA

Para la extraccién del DNA de A. ferrooxidans se utilizé el protocolo para bacterias
Gram-negativas del kit Wizard® Genomic DNA Purification kit (Promega). Este
mismo se basa en un paso de lisis celular seguido de una digestion enzimatica del RNA,
con posterior precipitacién del DNA gendmico con isopropanol y solubilizacién en
agua. Para la extraccion, las células provenientes de 100 mL de cultivo crecido en ién
ferroso o tiosulfato se colectaron por centrifugacién (7500 x g durante 10 min). Cuando
los cultivos se crecieron en i6n ferroso, el pellet se lavd una vez con 1 mL de solucion
de Ha8O4, pH 1,75 y dos veces con 1 mL de una solucién de citrato de sodio 10 mM.
Este paso tiene por objetivo limpiar las células y eliminar el exceso de Fe3 que presenta

el cultivo. Posteriormente, el protocolo se utilizé sin modificaciones.

2.2.2. Purificacién de amplificados de PCR y otros fragmentos de DNA

desde geles de agarosa.

Para la extraccién de las bandas de DNA desde los geles de agarosa se utilizaron los
kits Ultra free-DA® (Millipore), Wizard® PCR Preps DNA Purification System
(Promega), y E.Z.N.A® gel extraction kit, (Omega BioTek). El primero consiste en una

columna a la cual se le adosa un nebulizador que utiliza la ruptura del gel para extraer el
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DNA desde la agarosa. Al centrifugar la columna, la fuerza centrifuga rompe la
estructura del gel y conduce la agarosa a través de un orificio pequeio en el
nebulizador, que rocfa lo resultante del gel en el filtro, donde se retiene la muestra de
DNA, la cual se recupera al eluir con agua luego de un par de lavados con isopropanol
al 80 %. Los dos tltimos métodos se basan en la escisién de la banda desde el gel de
agarosa con bisturf y fundido de la agarosa a 65°C en presencia de una resina que une el
DNA. La resina se aplica a una mini columna de silicato que retiene los 4cidos
nucleicos y luego de dos lavados con isopropanol, el DNA se eluye con agua mediante

centrifugacion.
2.2.3. Cuantificacion del DINA.

La cuantificacion del DNA gendmico se realizé midiendo la absorbancia a 260 nm
(Aze0) de una dilucién 1:50 de la solucién de DNA obtenida. Una unidad de Asg
corresponde a 50 pg/mL de DNA en la solucién. La pureza se comprobé mediante la
relacion Azeo/Azso (Sambrook y Russell, 2001). Los productos de PCR purificados se
cuantificaron estimativamente por comparacion visual con estandares de concentracion

conocida en geles de agarosa.
2.2.4. Electroforesis del DNA en geles de agarosa.

Para visualizar la calidad y el tamafio del DNA cromosomal o de los fragmentos de
PCR se utilizaron geles de agarosa al 1% en amortiguador TAE 0,5X (20 mM Tris-
acetato pH 8,0; 0,5 mM EDTA). Las muestras se mezclaron con amortiguador de carga

6X (0,25 % azul de bromofenol, 40 % sacarosa). La tincidn se realizé durante 10 min
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con una solucién de bromuro de etidio de concentracién 0,2 pg/ml. en amortiguador
TAE 0,5X. Las bandas se visualizaron por la fluorescencia emitida al irradiar con luz

ultravioleta de 320 nm.
2.2.5. Partidores y reacciones de PCR.

Todos los partidores se disefiaron a partir de la secuencia disponible del genoma de
A. ferrooxidans ATCC 23270 y se compraron a la empresa SIGMA-PROLIGO

(www.proligo.com). En el anexo 1 se detallan todos los oligonucleétidos utilizados en

esta tesis. Se utiliz6 la enzima Tag DNA polimerasa (Promega) y se siguieron las
especificaciones del fabricante. Cada reaccion de PCR se realizé en un volumen final de
reaccion de 50 pl. y se utlizaron 40 ng de DNA genémico, 30 pmoles de cada partidor,
0,1 mM dNTPs, 5 % DMSO, y 1U de Tag DNA polimerasa. Para la amplificacion se
utilizé el siguiente programa: 3 min a 95°C, seguido de 25 a 35 ciclos de 30 s a 95°C, 30
s 2 55-62°C (de acuerdo a las parejas de partidores utilizados), 0,5- 1,5 min a 72°C ( de
acuerdo al tamafio esperado de los fragmentos a amplificar), para finalizar con un paso

de 3 min a 72°C.
2.2.6. PCRen tiempo real.

Para las reacciones de PCR en tiempo real se utilizé el sistema Light Cycler (Roche).
Todos los partidores que se utilizaron en las reacciones de PCR en tiempo real se
disefiaron con el programa Light Cycler Probe Design 1.0 (Roche). Las reacciones de
PCR se hicieron en capilares de vidrio con un volumen final de 20 pL. Se utilizé 1 pl.

de una dilucion 1/20 del cDNA cortespondiente, 0,5 uM final de cada partidor y 1 pl.
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de “master mix” de acuerdo a las instrucciones del proveedor del kit DNA Tast Start
DNA SYBR Green I (Roche). El partidor teverso utilizado en las amplificaciones por
PCR en tiempo real fue el mismo que se utilizé para sintetizar el cDNA. Para cada
pareja de partidores se optimizé la temperatura de amplificacién y se obtuvo un
producto amplificado tnico, el cual se distinguié mediante su Tm v se verificd su
tamano mediante electroforesis en gel de agarosa.

Lucgo de la optimizacion de las condiciones de amplificacién se construyeron las
curvas de calibracion a partir de diluciones seriadas de DNA genémico de 4.
Jerrooxidans cuyo rango fue desde 10 ng a 1 pg. Al graficar el valor de Ct, ciclo en el cual
la amplificacion comienza a ser exponencial, versus el logaritmo de la concentracién de
IDNA obtenemos una recta con pendiente negativa, mediante la cual podemos calcular
el nimero de copias en relacion con un cDNA amplificado bajo estas mismas

condiciones.
2.2.7. Secuenciacion del DNA.

La secuenciacién de los fragmentos de DNA se realizé utilizando el kit fmol®
DNA cycle sequencing (Promega), que esta basado en ¢l método de terminacién con
didesoxinucleétidos. Para la reaccién de marcacién del partidor se siguid el protocolo
descrito por el proveedor y se utilizé ATP y3P (NEN). La mezcla se incubé por 15
min a 37°C, y por 5 min a 65°C. Para la reaccién de secuenciacion se utilizé una
variacion del protocolo indicado por el proveedor. Se secuencié un fragmento de PCR

previamente purificado en gel de agarosa como templado. Se utilizaron
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aproximadamente 50 ng de DNA templado en cada reaccion. La mezcla de reaccion se
armo en un volumen final de 17 pl. con 2,5 ul. de partidor marcado, 6,5 pL. de DNA
templado 1,5 ul. de DMSO al 100%, 5 uL de amortiguador 5X de secuenciacion y 1,5
ul de Tag DNA polimerasa (15 U). Se despacharon 4,2 ul. a cada tubo que ya contenia
2 pl de la mezcla correspondiente de didesoxinucleétidos. El programa de
secuenciacion consta de una desnaturacion inicial de 3 min a 95°C seguido por 20 ciclos
de 30 s 2 95°C, 30 s 2 52°C y 1 min a 72°C, para concluir con 10 ciclos de 30 s a 95°C y
1 min a 70°C. Al terminar la reaccién, a cada uno de los tubos se le agregaron 3 ulL. de
“stop solution” (10 mM NaOH, 95% formamida, 0,05% azul de bromofenol, 0,05%
xilen cianol) v se desnaturaron en el termociclador a 95°C durante 10 min para luego
ponerlos inmediatamente en hielo. Se aplicaron 3 uLL de cada reaccidon en el orden A, C,
G, T en cada uno de los pocillos del gel, el cual se armé en dos pasos. Para sellar la
parte inferior s¢ prepard una solucion que contenia 6 ml. de DNA sequencing Gel-Mix
6 % (USB corp.) que contiene acrilamida al 5,7 % p/v, bisacrilamida 0,3 % p/v, Urca
42 % p/v y H20 51 % p/v, al cual se le agregaron 75 uL de persulfato de amonio al 10
% y 30 pl. de TEMED. Para hacer el gel de secuenciacién se tomaron 35 ml de Gel-
Mix 6 %, a los que se le agregd 350 pl de APS al 10 % y 9 ul. de TEMED.

Las electroforesis se corrieron a una cotriente constante de 0,22 mA v a una
potencia limite de 50 W. Se realizaron corridas cortas de 1.5 h. Al terminar cada corrida,
el gel se colocd sobre papel Whatman N°3 (Advantec MFS®) y sc sccd con vacio y

calor durante 3 h para luego exponerlo en un cassette de phosphorimager K-Screen
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(Kodak) por 24 h, el que posteriormente se escaned en un phosphorimager (Molecular
Imager FX system, Bio-Rad) a una resolucién de 50 um/pixel para obtener imagenes en
formato TIFF. El andlisis de las imdgenes obtenidas posterior al escaneado se realizd

con el software Quantity One 1.0 (Bio-Rad).

2.3. Técnicas con RNA.

2.3.1. Extraccion del RINA total de A. ferrooxidans.

Fl RNA total de A. fermooxcidans ATCC 23270 se extrajo durante la fase exponencial
temprana de crecimiento (de acuerdo a la situacidon de presencia o carencia de Piy la
tuente de energfa el nimero de células varia entre 0,5 — 2 x 108 células/mL), salvo en las
situaciones que se indican en la seccién de resultados. Se modificé el protocolo de
extraccion con fenol caliente (Guiliani vy col, 1997). Las células se colectaron por
centrifugacion a 5500 x g por 10 min a temperatura ambiente y se lavaron dos veces
con solucidon de HaSOy, pH 1,7. Para la obtencién del RNA se tomaron fracciones de
10 mg (peso himedo) de pellet de células v se resuspendieron en 300 uL de solucién de
lisis (acetato de sodio 0,02 M pH 5,5; SDS, 0,5 %; EDTA, 1 mM). A cada una de las
resuspensiones se le agregd 600 pl. de fenol saturado acido precalentado a 65 °C vy esta
mezcla se incub6 durante 7 min a 65°C con agitacién por inversion cada 45 s. Luego de
centrifugar por 4 min a 12700 x g, la fase acuosa se re-extrajo nuevamente con el
mismo volumen de fenol dcido por 7 min a 65°C. Luego se realiz6 una extraccioén con

600 uL de fenol 4cido/cloroformo a temperatura ambiente v dos extracciones con 600
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g entre cada uno de los

ul. de clorotormo, centrifugando durante 4 min a 12700 x g

pasos anteriormente descritos. El RNA se precipitd con 1/10 de volumen de acetato de
sodio 3 M pH 5,2 y 2 a 3 volamenes de etanol absoluto a —20 °C durante toda la noche
o alternativamente a —80 °C por 2 h. Luego de la precipitacion, el RNA se recuperd
por centrifugacién a 12700 x g durante 30 min a 4 °C, se lavd 2 veces con etanol al 70%
y se resuspendio en 100 pl. de agua libre de nucleasas. Para eliminar los restos de DNA
presentes en la preparacion, el RNA se traté por 30 min a 30 °C con 30 U de DNAsa 1
FPLC pure (Amersham) en un volumen final de 200 puL en presencia de 6 mM MgCla.
La enzima se inactivé con la adicion de EDTA a una concentracion final de 10 mM y
una posterior incubacién por 15 min a 65 °C. Luego de la digestion del DNA, el RNA
se extrajo una vez con 400 uL. de fenol/cloroformo icido y dos veces con 400 ul de
cloroformo. Luego se precipitd con acetato de sodio 3 M pH 52 de la forma
anteriormente descrita. Después de dos lavados con etanol al 70% este se resuspendid
en 40 uL de agua libre de nucleasas. El estado fisico se observé mediante electroforesis
en geles de agarosa al 1%. Para determinar la concentracién del RNA se midio la Az
de una dilucién 1/500 vy se utiliz6 la relacién 1T ODzso = 40 pg RNA/mL. La pureza de

éste se estimo por la razdn de las absorbancias a 260/280 nm,

2.3.2. Transcripcién inversa.

Para cada una de las reacciones de transcripcion inversa se utilizaron entre 0,2 y 5
ug de RNA total y entre 20 a 30 pmoles del partidor reverso respectivo. En un primer

paso se juntd el RNA con el partidor en un volumen no mayor a 10 pLL y esta mezcla se
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incubé a 65°C por 5 min, para luego poner inmediatamente en hielo e incubar durante
2 min. Este paso tiene por objetivo permitir la desnaturacion de las posibles estructuras
secundarias del RNA y facilitar el acceso del partidor a su zona de hibridacion. Luego se
agrego la mezcla de reaccidon que contiene en concentracion final: amortiguador MMLV
1X, dNTPs 0,8 mM y 200 U de transcriptasa inversa (RT) MMLV (Promega). La
sintesis del cDNA se realizé durante 1 h a 42°C y al terminar la reaccién la enzima se

desnaturé al incubar por 10 min a 65°C.
2.3.3. Experimento de extension del partidor.

Para definir el sitio de inicio de la transcripcion del gen phoB se realizd un
experimento de extension del partidor. Este consiste en sintetizar cDNA marcado
radiactivamente con el uso de un partidot que hibrida entre 100-150 pb rio abajo del
posible sitio de inicio de la transctipcion. En paralelo, con este mismo partidor se
secuencia un fragmento de DNA que contenga esta zona. Luego de correr los
productos de ambas reacciones en un gel de secuenciacion de DNA, la lectura de la
secuencia nos indica el (los) sitio(s) de inicio de la transcripeién cuando coinciden la(s)
banda(s) proveniente(s) de la reaccién de extension del partidor con las de la reaccion
de secuencia.

Se udlizé ¢l partidor phoBPE. La reaccion de marcacion se realizé en un volumen
de 10 uL con 25 pmoles de partidor, 1uL de y3P ATP y 10 U de la enzima T4
polinucleétido quinasa (New England Biolabs). La mezcla se incubd a 37°C por 15 min

vy s¢ inactivo por 5 min a 65°C. La reaccidn de extension del partidor se realizé con 5
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ul. del partidor marcado v 10 pg de RNA total de A. fermoxidans extraido a partir de un
cultivo en tiosulfato crecido en condiciones de carencia de Pi. El volumen de esta
mezcla fue de 10 pl. y se incubd durante 5 min a 65°C para poner inmediatamente
después en hielo. Posteriormente, se agregaron 5 pl. de 10 mM dNTPs, 1 ul de
inhibidor de ribonucleasa RNAsin® (Promega), 3 ul. de H2O libre de nucleasas, 1 pL
de la enzima ImProm II RT (Promega) v 5 uL. de amortiguador para ésta. La reaccién
se incubd a 42°C por 1 h y la enzima se inactivé por 10 min a 65°C. Finalmente, se
agregaron 5 ul. de DNA “stop solution” (10 mM NaOH, 95% formamida, 0,05% azul
de bromofenol, 0,05% xilen cianol). El producto de esta reaccién se guardé a -20°C

para su postetior corrida en un gel de secuenciacion de DNA.,
2.4. Construccion de un miniarreglo de genes de A. ferrooxidans.

2.4.1. Disefio de los oligonucleétidos.

La primeta etapa en la construccién del miniarreglo de genes de A. ferroaxidans fue la
scleccion de los genes y el disefio de los partidores para amplificar los fragmentos de
PCR que finalmente se imprimieron en las membranas. El disefio de los partidores se

realiz6 con el programa Web Primer (http://seq.yveastgenome.org/cgi-bin/web-

primer), a partir de las secuencias de los ORFs seleccionados del genoma de .A.
Jerrooxcidans ATCC 23270 (www.tigr.org). Se seleccionaron los partidores cuyos valores
de Tm estuvieron en ¢l rango de entre 58 a 62°C y que produjeran productos de

amplificacion de entre 550-600 pares de bases (pb) desde el inicio de cada gen. En ¢l
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caso que los ORF's fueron de menor tamario, se disefiaron partidores para amplificarlos
completamente. Todos los fragmentos se amplificaron con los partidores N y R1 del

gen respectivo.
2.4.2. Amplificacion por PCR.

Las condiciones de amplificacion y de reamplificacion fueron similares para todos
los genes y consistieron en una desnaturacion inicial de 3 min a 95°C seguidos por 30
ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a (50-54°C), 1 min a 72°C seguido por 3 min a 72°C. Luego
de una primera purificacién en gel los fragmentos se reamplificaron para eliminar la
presencia de DNA genémico e imprimir fragmentos de una mayor purcza. Para esto se
hizo una dilucién 1/50 del primer producto de PCR que se utilizé como templado en la
segunda reaccién. Luego de la segunda purificacion, los productos de PCR se diluyeron

a una concentracion final de 0,5 ng/uL en DMSO al 40%.
2.4.3. Impresion de las membranas.

Los fragmentos de PCR anteriormente putificados se colocaron en una placa de
ELISA y se sembraron manualmente con el copiador de colonias VP 381 (V&P
scientific) sobre las membranas de nylon Inmobilon-NY+ Millipote). Cada fragmento
de DNA fue impreso en cuadruplicado y tres veces por mancha, con lo que se
imprimieron 1,5 ng de DNA finales por cada mancha.

Luego de la impresién de los fragmentos, las membranas se secaron al aire, v se
trataron con la solucién de desnaturalizacion (NaOH 0,5 M, NaCl 1,5 M) por 7 min.

Después de este tratamiento, las membranas se incubaron dos veces con agitacion por
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3 min con la solucién de neutralizacién (Tris-HCL 0.5 M pH 8, NaCl 1.5 M, EDTA 1
mM) y luego se secaron al aire. Finalmente, ¢l DNA se entrecruzd a la membrana
mediante irradiacién con luz UV (254 nm) a una potencia total de 0,12 J/em? en un
horno de hibridacion Hibrilinker HL-200 (UVP Laboratory Products).

Los ¢cDNAs marcados radiactivamente se generaron por incorporacion de o->2P
dCTP mediante transcripcion reversa del RNA total. Para ello se utilizd una mezcla que
contenia un oligonucleétido reverso para cada ORF. Como control externo para
posteriormente normalizar los valores de cada membrana a cada reaccion de marcacion
sc le agrego el RNA transcrito 2z vitro del gen exp-1 de Prunus persica, (gentilmente cedido
por la Dra. Veronica Cambiazo del Laboratotio de Bioinformatica y Expresién Génica
del INTA, Universidad de Chile). La mezcla de reaccién contenfa 4-10 ug de RNA
total, 1,5 ng de RNA de exp-7, 10 pmoles de cada uno de los oligonucledtidos reversos
especificos, 600 uM de la mezcla de dNTPs sin dCTP, 3,5 mM MgClz; 50 pCi de «-32P
dCTP (NEN), 40 U del inhibidor de ribonucleasas RNAsin® (Promega), v 2 pL de la
transcriptasa inversa ImProm II™ RT (Promega) en un volumen final de 50 pl. La
reaccion se incubd por 2 h a 42 °C. A la hora de reaccidn se agregaron nuevamente 2
ul de la enzima. Luego la enzima se inactivd durante 10 min a 65 °C y el RNA se
degradd por tratamiento con NaOH 0,2 M por 15 min a 37 °C. Posteriormente, el pH
se neutralizo con amortiguador HEPES (0,25 M final). Las sondas radiactivas se

purificaron con las columnas de cromatografia de centrifugacion Microspin™ S-200
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(Amersham Biosciences). La cantidad de radiactividad incorporada (en cpm/ul) se

midio contando 1 pL de la sonda purificada en un contador de centelleo.
2.4.4. Hibridacion y lavado de las membranas.

Para cada sonda sintetizada se hibridaron dos membranas. Estas fueron
previamente humedecidas en amortiguador SSPE 2X (SSPE 10X: NaCl, 1,8 M; fosfato
de sodio, 100 mM pH 7,7, EDTA, 10 mM) durante 5 min a temperatura ambiente y
posteriormente pre-hibridadas en 7,5 ml. de solucién de hibridaciéon (SSPE, 5X; SDS,
2%; solucion de Dendhardt’s, 1X; DNA de esperma de salmén, 100 pg/mL) a 65 °C
por 2 h. La hibridacién se realizé6 con 5 mL de la solucién de hibridacion fresca
precalentada a 65°C a la cual se le agrego la sonda de cDNA desnaturada previamente
en agua hirviendo por 5 min. Se colocé una cantidad entre 1,5-2,5 x 10¢ cpm/mlL de
solucién de hibridacién. Las membranas se incubaron con agitacién rotatoria a 65°C
durante toda la noche.

Luego de finalizada la hibridacién se recuperd la sonda y cada lavado se realizé con
25 ml. de solucién d?: lavado (SSPE, 0,5X; SDS, 0,2%). Se hicieron 2 lavados con
agitacion por 5 min a temperatura ambiente seguidos por 2 lavados de 20 min cada uno

con agitacién a 65 °C.
2.4.5. Obtencion de las imagenes.
Las membranas hibridadas se envolvieron en papel celofin y se expusieron en una

pantalla K-Screen (Kodak) por tlempos variables de entre 1 a 2 dias, la que

posteriormente se escaned en un Phosphorlmager (Molecular Imager FX system, Bio-

36



Materiales y Métodos

Rad) a una resoluciéon de 50 um/pixel para obteacr imdgenes en formato TIFT. El
analisis de las imdgenes obtenidas con el escaneado se realizé con el software Quantity
One 1.0 (Bio-Rad) v la cuandficacién de las sefiales de las manchas se realizé con el
software VersArray 1.0 (BioRad) gentilmente facilitado por la Dra. Verénica Cambiazo
del Laboratorio de Bioinformitica y expresion génica del INTA, Universidad de Chile.
Para ello se construyo una grilla de cuantificacién utilizando el método de busqueda
automitica de grillas del programa, al cual posteriormente se le asignaron los nombres
de los genes cotrespondientes para cada cuadruplicado de manchas. Se cuantificaron los
parametros de intensidad cruda (IC), intensidad del ruido (IFX), intensidad neta (IN) y
desviacion estandar del ruido. Las tablas obtenidas se transformaron a formato Excel

para su analisis posterior.

2.4.6. Normalizaciéon y tratamiento de los datos de intensidad de los

macroarreglos de DNA.

Las intensidades netas (IN), correspondientes a la intensidad cruda promedio de la
senal (IC) menos el valor de su fondo local promedio (IFX), obtenidas para cada
mancha se normalizaron por la intensidad neta promedio de las 8 manchas de exp-1
presentes en cada membrana, gen que fue utilizado como control de marcaje v de
hibridacion, obteniendo la intensidad neta relativa (INR). Las INR de todas las réplicas
para cada mancha en cada condicion se promediaron obteniendo la intensidad neta

relativa promedio (INRX). Para cada condicion las INRX fueron calculadas con al
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menos 8 datos de intensidad para cada mancha. El coeficiente de variacion para cada

gen se calculd dividiendo la desviacion estandar de las INRX por el valor de INRX.

2.5. Anilisis de los poliP.
2.5.1. Extraccion de los poliP desde células de A. ferrooxidans.

La extraccion de poliP se realizé segin métodos descritos (Ault-Riché y col., 1998).
Se colectaron por centrifugacion las células provenientes de 25-50 mL de cultivo. Las
células sedimentadas se resuspendieron en 300 uL. de 4 M isotiocianato de guanidina
(GITC), 50 mM Tris-HCI pH 7,0 y la mezcla se incubdé a 95°C por 3 min para
conseguir una lisis rapida. Se reservé una alicuota de 10 pl. de esta fraccion para la
determinaciéon de proteinas. A cada tubo se agregd 30 ul. de 10% SDS y luego de
incubar a 95°C durante 2 min, se agregd 300 uL de 50% ctanol y 5 ul. de micropetlas
de vidrio Glassmilk® (Bio 101). Luego de agitacion por vortex v de incubar 30 s a
95°C, los tubos se centrifugaron a 13700 x g durante 1 min. El poliP unido a las petlas,
se lavo resuspendiendo por vortex en 200 ul. de “amortiguador New Wash” frio (5
mM Tris-HCI pH 7.5, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 % etanol) y se centrifugd a
13700 x g durante 1 min. El sedimento que contenia ¢l poliP, DNA y RNA unido a
Glassmilk®, se resuspendié en 100 L. de una solucién que contenia 50 mM Tris-HCl
(pH 7,0), 5 mM MgCl, 5 pg/mL DNAsa y 5 ug/mL RNAsa y se incubé a 37°C por 30
min. Inmediatamente se agregé 200 uL. de amortiguador “New Wash™ frio para lavar ¢

poliP unido al Glassmilk y eliminar los productos de la degradacion de los acidos
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nucleicos. Se centrifugd a 13700 x g v se realizé un lavado mds. El poliP unido al
Glassmilk® se eluyd en dos pasos resuspendiendo el sedimento por vortex en 50 uL de
agua cada vez, incubando 2 min a 95°C y centrifugando a 13700 x g para tomar el
sobrenadante. Fl poliP soluble recuperado en esta fraccion (100 pL) se congeld a —20°C
para su posterior analisis,

2.5.2. Cuantificacién de los poliP.

La reaccion se realizd segin en base a la actividad reversa de la PPK recombinante
de E. w/ (PPKr) en exceso de ADP (Ault-Riché y col,, 1998). El ensayo se realizé en
un volumen final de 50 pl. en amortiguador 50 mM Hepes-KOH (pH 7,2), 40 mM
(NH4)2504, 4 mM MgClp, 0,1 mM ADP, 3000 unidades de PPKr v 5 pL de la solucion
de poliP. La incubacién se realizé 90 min a 37°C. La reaccion se detuvo por
calentamiento (2 min a 95°C) y luego la mezcla se diluy6 1/20, 1/50, 1/200 y 1/500.
Alicuotas de 50 pL de estas diluciones se ensayaron con 50 pl. de luciferasa
(Boehringer), en placas de 96 pocillos. El ATP generado por la PPK se cuantificd

midiendo la luz emitida en un lumindémetro Lumi/96 de Bioscan.

2.6.Microscopia electrénica de transmision (MET).

Se colectaron células de A. ferrgoxidans y se lavaron con una solucion diluida de
H2504 pH 1,75. Luego, se resuspendieron a una DOgwp de 0,25 y 10 ul. de esta
suspension se¢ montaron sobre grillas cubiertas con Formvar durante 2 min, dos veces

(Gonzalez y Jensen, 1998). El exceso de liquido se absorbid con papel de filtro v las
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grillas se secaron al aire. Las células se observaron sin tincién con un microscopio
electrénico de transmisién Philips Tecnat 12 a 80 kV.
2.7.Métodos bioinformaticos.

Para el disefio de todos los partidores se utiliz la secuencia del genoma de .A.

ferrooxidans ATCC 23270 (http://www.tigr.org). Los marcos de lectura abiertos y sus

secuencias aminoacidicas se analizaron con el programa ORF finder

(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorfhtml). El anilisis de las identidades y

similitudes en los bancos de datos se realizo mediante los programas BLASTP y PSI-

BLAST (hiﬁ.“p;:“' [www.ncbi.nlm.nih.gov/BILAST) (Altschul y col.,, 1997). Se utilizaron

diferentes tipos de matrices (BLOSUM y PAM). Los alineamientos multiples se

realizaron utilizando el programa ClustalW (http://alion eenome.ip) y se editaron con el

programa BOXSHADE 3.21 (http:/ /www.ch.embnet.org/software/BOX form.html).

Todos los partidores que se utilizaron en las reacciones de PCR en tiempo real fueron

disefiados con el programa Light Cycler Probe Design 1.0 (Roche).
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3. Resultados

3.1. Estudio de la expresion de los genes del regulon Pho de A.

ferrooxidans en relacion a la carencia de Pi.
3.1.1. Experimentos de RT-PCR.

Con el objeto de estudiar si los genes del regulon Pho de 4. ferrmoxidans se
expresan y si su expresion se encuentra regulada por la cantidad de Pi presente en el
medio de cultivo se ctrecieron las bacterias con 22 mM Pi, condicién de fosfato
suficiente y con 0,22 mM Pi, condicién que planteamos como posible carencia de Pi
(Fig. 5). Se observa que en esta condicién el crecimiento del cultivo se detiene a una

densidad celular menor, correspondiente a 5 x 107 células/mL (Fig. 5A).

A | |

celimi*10°

100 0 20 40 60 80 100

Tiempo {h)

Tiempo (h)

A S _ | A

Figura 5. (A) Curva de crecimiento de A. ferrooxidans en presencia y carencia de Pi. Los cuadrados rosados
muesivan el crecimiento en 22 mM Pi, mientras que los rombos agules muestran ef crecimiento 0,22 mM Pi.
En los circnlos se nmmestran los puntos de la curva en los cuales se tomaron las células para realizar las

extracciones de RNA. (B) Grifico semi-logaritmico de los datos mostrados en (A).
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Al analizar el grafico semi logaritmico mostrado en la figura 5B notamos que la
velocidad de crecimiento en la parte lineal es similar. Para la condicion de crecimiento
en 22 mM Pi, se calculé un tlempo generacional de 16,5 h, mientras que para la el
crecimiento en 0,22 mM Pi este fue de 14,6 h. La mantencion y el leve aumento
observado en la velocidad de crecimiento puede explicarse porque aun hay presencia de
Pi en el cultivo que crece en 0,22 mM Pi junto con la posible utilizaciéon de las reservas
de poliP para el crecimiento de .A. ferrooxidans.

Para evaluar la expresion del gen ppk se tomod RNA extraido de los cultivos
mostrados en la figura 5. Se hizo RT-PCR de acuerdo a lo descrito en la seccion de
materiales v métodos. Luego de realizar el experimento observamos que el gen se

expresa en condiciones de presencia y carencia de Pi (Fig. 6).

A

I ppk
- <

Sintesis de
cDNA

Figuta 6. Experimento de RT-PCR cualitativo para el gen ppk. (A) Diserio experimental. La sintesis del
¢DNA se realizd con el partidor ppki4nd, (cireulo rojo) y 1 ug de RNA total para cada condicion. La
reaccion de PCR se realizd con la pareja de partidores ppeINHZ2 y ppk17INd, gue amplificd un fragmento de
452 pb del gen ppk. (B) Resultado del experimento de RT-PCR con el cDNA sintetizads a partir de RNA
exctraido de cultivos crecidos con fosfato (+Pi), luego de un traspaso a medio limitado de  fosfato (-Pi). Los
simbolos () y (-), corvesponden a la reaccion con franscriptasa inversa y a Sus respectivos controles sin

transcriptasa inversa. Resultado luego de 35 ciclos de PCR. PM, marcador de estandares de peso molecular

NEB 1Kb DNA ladder.
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Para averiguar si los 8 genes comprendidos desde phoB a ppox se expresan al menos

como una unidad transcripcional, decidimos hacer un experimento de cotransctipcion

(Fig. 7).

A A B C D E F G H
- — e
phoB >[ ploR rP-i‘fS1>[ pstC1 > psidl [ pwB [ phoU > ppx 8
- - -— - -— -«— «— [
5 sintesis
de cDNA

Figura 7. Cotranscripeion de los genes del reguldn Pho de A. ferroosxcidans mediante RT-PCR. (A) Diserio
experimental. Organizacion de los genes y partidores ufilizades en el experimento. La sintesis de cDINA se
realizd con el partidor ppx 4r, (crewlo rojo) y 5 pg de RINA total extraido en la condicion de carencia de Pi.
La posterior amplificacién por PCR se realizd con las parejas de partideres convergentes enire dor gemes
adyacentes. (A; AfphoBD1-AphoRR2; B; AphoRD1-ApstSTRI, C AfpstS1D1-AfpstCIR2, D;
AfpstC1D1-AfpstATRI, E; AfpstA1D1-AfpstBR2, F; AfpstBD1-AphoURT, G; AfphoUD1-pk6r,
H; ppoct d-ppoctr, esperdndose amplificados de 583 pb, 573 pb, 406 pb, 420 pb, 621 pb, 678 pb, 440 pb y
808 pb, respectivamente. (B) Resultado de la amplificacion por PCR utilizando el eDINA sintetizado a partir
del gen ppx como templado. Para cada parga de partidores se incluyd un control negativo sin transcriptasa
inversa (), que descarta la presencia de DINA cromosimico en la preparacion del RNA. PM, marcador de
estandares de peso moleclar NEB 1Kb DINA ladder.
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Para este experimento se tomo el RNA extraido del cultivo crecido en tiosulfato
como fuente de energia y carencia de Pi (0,22 mM Pi). El cDNA se sintetizé con un
partidor ubicado en el gen ppx. Si existiese un mRNA policistronico que codifique para
los 8 genes deberiamos poder obtener amplificados de PCR con cada una de las parejas
de partidores convergentes ubicados en genes adyacentes cuando utilizamos el cDNA
sintetizado anteriormente como templado. Como se observa en la figura 7 se obtuvo un
amplificado de PCR para el tamafio esperado en todas las condiciones, lo que nos
indica la existencia de al menos un mensajero policistrénico que comprende Jos ocho

genes, desde phoB a ppx.

3.2.Estudio de la regién promotora del gen phoB.

PhoB es el regulador transcripcional de los genes del regulén Pho. Mediante analisis
bioinformiético observamos que las regiones rio arriba de los genes phoB v psiST de
A. ferrooxidans muestran una alta identidad a nivel de secuencias nucleotidicas, lo que

podrtia sugerir la existencia de una posible caja Pho y datia cuenta de posibles sitios de

union de PhoB (Tig. 8).
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pstS1 pstCl  pstAl  pstB  phoU  ppx
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Figura 8. Estudio de la region promotora del gen phoB de A. ferrooxidans. (A) Esguema de las gonas de
DNA gue se compararon en el alineamients de secuencias nucleotidicas que se ilustra en (B), donde las sonas
conservadas se encervaron en (ajas de acuerdo a su identidad. Las regiones destacadas en rectangules negros

minesiran #na posible caja pho (izquierda) y la posible region -10 (derecha).

3.2.1. Experimento de extension del partidor.

Para definir el sitio de inicio de la transcripcion del gen phoB se hizo un experimento
de extension del partidor. En este se utilizd el partidor reverso phoBPE, el que se
disené a partir de la secuencia del genoma de A. ferrooxidans. Para el disefio de este
partidor se cuido que la distancia desde su zona de hibridacién hasta el posible inicio de
la transcripcién no fuese superior a 140 pb. Para la reaccion se utilizé este partidor
marcado en el extremo 5’ con y¥PdATP y 10 pg de RNA total extraido de un culltivo
que fue crecido en tiosulfato como fuente de energia y 0,22 mM Pi. Con este mismo
partidor marcado se secuencid un fragmento de 270 pb del gen phoB que previamente
fue amplificado por PCR con el partidor RioupPhoB, que hibrida 130 pb rio atriba de
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la secuencia correspondiente al inicio de la traduccion del gen phoB y el partidor reverso

phoBPE mencionado anteriormente (Fig. 9).

Uy

WP QO e QAP DPOAPQRI@OQTTdE ol QW
—

Figura 9. Mapeo del sifio de inicio de la transcripeion para el gen phoB de A. ferrooscidans mediante
exctension del partidor. Para la sintesis de cDINA se atilizaron 10 pg de RINA fotal proveniente de células
crecidas en tiosulfato y en carencia de Pi. La flecha munestra el sitio de inicio de la transcripcidn y en rojo se

mnestra el posible codon de inicio de la traduccion.
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Como puede observarse, el inicio de la transcripcion corresponde a la guanina que
se encuentra ubicada 13 pb do arriba del coddn que codificaria para la primera
metionina de la proteina PhoB (marcado en rojo) de acuerdo a nuestro analisis
bioinformatico previo. Este sitio de inicio de la transcripciéon determinado
experimentalmente da cuenta de la existencia de un promotor, cuya posicion es
congruente con la existencia de una posible caja pho que se encontraria en la regién -35

del gen phoB de A. ferrooxidans.

3.3.Disefio y construccion de un macroarreglo de DNA.

Con el objetivo de estudiar los cambios en la expresion de los genes del reguléon
Pho de A. ferrooxidans se disenid y construyé un macroarreglo de DNA. Para ello se
imprimieron los productos de PCR amplificados con partidores disefiados a partir de la
secuencia disponible del genoma de A. ferrvoxidans ATCC 23270 de acuerdo a lo que se
describe en matertales y métodos. Se incluyeron como controles los genes que codifican
para las proteinas GroEL, DnaK y rusticianina de .A. ferrvoxidans, que ya han sido
estudiadas. También se incluyé un control externo de hibridaciéon que nos permite
normalizar los datos obtenidos entre distintas membranas (Fig. 10).
Se optimizé la cantidad de DNA a imprimir y las condiciones de hibridacién y
lavados de las membranas para obtener sefiales de hibridacién detectables y

cuantificables.
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Disefio y construccion de

Total: 65 genes de A. ferrooxidans
KR I\({Tacroarreglo de DNA (23 genes del posible regulén Pho)

PCR | Genes “housekeeping”: rus, dnaK 'y groEL
: Control Negativo: gen tau-1 Homo sapiens
Andlisis Bioinformatico Y Control para Normalizacién RNA “spiked™:

Disefio de Partidores gen exp-1 Prunus persica.

Otros genes de interés.

Impresion de las
Membranas

-.éoncentracién 0,5 mriglpl en 1
' DMSO al 40%. 1
| Cada fragmento se imprimio |
| en cuadruplicado (4 manchas I

| por gen).

wwasini -~ | | Desnaturacion y crosslinking |

\_ del DNA mediante luz UV |

Figura 10. Disefio y construccion de un macroarreglo de genes de A. ferrooxidans.

Tal como lo indica la figura 10, en las membranas se imprimieron 65 genes de A.
ferrooxidans, los cuales se sembraron cada uno en cuadruplicado. De estos genes, 23 son
homélogos a los genes del regulén Pho de E. w/ y otras bacterias. Fl orden de la
impresion de cada uno de los fragmentos de cada gen en la membrana guardé relacion
con su otientacién fisica en el cromosoma de .A. ferrvoxidans, es decir si dos genes son
adyacentes en el cromosoma, se imprimieron contiguos en las membranas.

Los cDNAs marcados con 32P se sintetizaron a partit de 10 ug de RNA total
extraido de cultivos crecidos en tiosulfato como fuente de energia en condiciones de

ptesencia de Pi (22 mM Pi), carencia de Pi (0,22 mM) y ausencia de Pi (0 Pi). Para la
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sintesis de los cDNAs se utilizd un partidor reverso para cada gen y a cada muestra de

RNA a marcar se le agregd 1 ng del RNA “spiked” (Fig. 11).

+ L S

RNA
“spiked”

Sintesis de cDNA
Partidores gen-especificos
Incorporacion de a-32P-dCTP

.: “
5 - 5 12 « Hibridacion
5t 538 5 ~3*108 cpm/mi
R 8 R B

11V ue ew

-
e

Exposicion y escaneado

[
| Analisis Posteriores

| Normalizacion entre membranas diferentes, obtencién de intensidades
| s e . ' . s ape .
| netas y de la relacion sefial/ruido. Evaluacion de los cambios significativos.

Figura 11 Esguema de la metodologia utilizada en los experimentos de macroarreglos de DINAL

Para el experimento de crecimiento en carencia de Pi, cuya curva de crecimiento
se muestra en la figura 5, se realizaron dos replicas bioldgicas (tabla 3 y tabla 4). En la
figura 12 se muestran los genes que se imprimieron y un resultado de dos membranas

hibridadas en las condiciones anteriormente descritas.
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Figura 12. Ejemplo de un experimento de macroarreglos de DNA. A. Esquema de los genes impresos en las
membranas. En color naranja se muestran los genes homdlagos a componentes del regulon Pho de E. coli. En
rojo se mewestran los genes “housekegping” seleccionados, mientras que el gen “spiked” (rosado) se imprimic en
dos Iugares distintos de la membrana. B. Membrana hibridada con cDNAs generados a partir de la condicion

con Pi. C. Membrana bibridada con (DINAs generados en la condicion de carencia de P

Para algunos de los genes del regulén Pho se observa un aumento en los niveles de
transcritos en la situacion de carencia de Pi. En esta Gltima situacién disminuyen los
niveles de transcrito para los genes rus v groEL. Muchos de los otros genes impresos no

varian mayormente sus niveles de expresion. La normalizacion de los valores de
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intensidad de las manchas se realizé dividiendo los valores de IN de cada membrana
por el valor de IN correspondiente a su respectivo RNA “spiked” de acuerdo a lo
descrito en materiales v métodos. En las tablas se muestran los valores netos de
aumento o disminucién de los niveles de transcritos en la condicién de carencia de Pi
versus la presencia de Pi (Tabla 3).

En los experimentos de macroarreglos de DNA observamos distintos niveles de
INR de las manchas correspondientes a las sefiales de hibridacion de cada gen. Las
manchas con valores de INRX muy bajos generan mucha inexactitud debido a su alta
vatiacién. Para descartar los genes cuyas INRX presentan una alta variacién se utilizd
un test de coeficiente de variacién (CV). Este consiste en dividir la desviacion estandar
de las INRX por el valor de INRX, asf un CV mayor o igual a 0,5 significa que la
desviacion estandar es al menos la mitad del promedio y el dato es descartado. Para
valores de CV menores a 0,5 el dato se considera como vilido.

Al analizar las tablas 3 y 4, determinamos que existe un aumento en los niveles de
transcrito de mds de tres veces para un 56,5 % y un 34,7% de los genes en cada réplica.
En la tabla 3 se observa que los genes pstC1, pstAl, pholl, ppk, pstS2, phnl., bip, phnIN y
phnF presentan niveles de transcrito mayores de tres veces en la condicién de carencia

de Pi, siendo el gen psz52 el que muestra un mayor incremento en sus niveles (66 veces).
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Tabla 3. Cuantificaciin de cambios de expresion de los genes del regulin Pho de A. ferrooxidans
miediante macroarreglos de DINA. Se muesira ol nivel de anmento o disminucion de los niveles de franscrito en

la situacion de carencia de Pi (0,22 mM Pi) versus la situacion de crecimiento con 22 mM Pr.

Imdgenes Intensidad Relativa Normalizada Variacion de
Intensidades
Gen 22mM 022 |22mM ., 022mM | 022mbPizz mM Pi
Pi__ _mMPi| Pi Pi
phoB 0179 0,72 0,023 1,2 0,1
phoR 0,013 104 0031 091 2,3
pstS] 0,018 083 0065 058 3,6
pstCI 0,067 023 0216 0,27 3,2
pstAl 0,082 037 0275 0,1 3,4
pstBI 0,042 0,77 0,038 0,67 0,9
phoU 0,024 082 0111 033 4,6
ppx 0,009 1,42 0,042 0,71 4,7
prk 0,024 056 0,102 0,51 4,3
pstS2 “* 10024 073 1,566 0,07 66,1
pstC2 0,016 1,23 0,050 0,51 3,2
pstA2 0,008 0,82 0,040 0,83 5,0
phnk 0,044 059 0,032 0,7 0,7
phnG 0,075 0,65 0,122 042 1,6
phnk 0,020 0,75 0072 0,64 3,7
phnl 0016 124 0037 0,88 2,3
phnl 0017 1,02 0032 094 2,0
phnK 0,044 059 0,032 0,7 0,7
phnl. 0,006 1,09 0057 029 9,8
phnM 0,031 1,06 0090 0727 2,9
hip 0,023 0,7 0455 0722 20,2
phnN - 0,043 0,5 0200 0,31 46
phnF 0,017 0,63 0,111 0,27 6,5
Rus @B 5% | 5928 01 8669 0,08 1,5
dnak % | L0922 025 6471 033 5,9
groEL 2 2,02 031 284 0.24 1,4
pited = “0 1,049 023 0553 0,09 s
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Tabla 4. Cuantificacion de los cambios de expresion de los genes del reguion Pho de A ferrooxidans mediante
macroarreglos de DINA, resultado de la replica bioligica del experimento mostrado en la tabla 3. Se muestra el
nivel de aumento o disminucion de niveles de transcritos para los genes en la situacion de cavencia de Pi (0,22

mM Pi), versus la situacion de crecimiento con 22 mM Pi.

T o ormatiada b
Gen ZZ;M 0,22;:M 22 gM | - O’Z?P ;nM cv | 022 -mi-\lPi./ZZ MM}i
phoB 0,005 1,16 0,059 0,21 10,9
phoR 0,005 098 0,018 1,66 3,6
pstS1 0,032 032 0,071 025 22
pstCI 0,172 0,15 0,800 0,27 4,7
pstAl 0,207 0,10 2019 045 9.8
pstBI 0,011 0,77 0,026 0,15 2,3
phoU 0,008 2,00 0,18 034 23,0
ppx : 0,006 0,77 0,141 0,74 24,2
ppk 0,014 074 0,173 040 12,1
pstS2 0,084 020 2948 0,15 35,3
pstC2 0,012 0,16 0,014 2,00 1,1
pstA2 0,008 1,34 0,033 031 43
pho84L. 1,663 006 0,530 0,22 03
phnG 0,086 016 0,153 0,19 1.8
phnH 0,015 1,18 0,032 0,30 2,1
phnl 0,007 087 0,055 1,84 8,0
phnt : 0,009 046 0,044 0,29 4,7
phnk 0,010 0,63 0,057 082 54
phnL 0,014 032 0,065 032 4,5
phnM 0,027 040 0083 025 3,1
hip 0.012 052  0.1656 0.36 13,8
phnN e 0,050 025 0532 022 10,6
phnF 0,024 135 0233 021 9,7
s 34 ** 1062 005 4823 028 2,2
dnak 0,798 0,22 4,306 0,06 0,2
groEL 0,921 0,14 0301 0232 3,1
spiked | | 0,838 0.18 0,285 0.2l - B
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En la tabla 4 se observa que los genes pstC1, pstAl, phoU, pstS2, pstA2, phn], phnl,
phuM, hip y phnk presentan niveles de transcritos mayores de tres veces en la condicion
de carencia de Pi. Nuevamente el gen psz52 el que muestra un mayor incremento en sus
niveles (35 veces). Dentro de los genes del regulén Pho de A. fermoxidans es
aparentemente el que presenta también un mayor nivel de transcrito determinado por la
IC de las manchas.

En ambas téplicas, para algunos genes se obtuvo que en la condicién de presencia
de Pi, el CV de la INRX es mayor a 0,5, debiendo ser descartados. Sin embargo, en la
condicion de carencia de Pi, ocurre un aumento en los niveles de sus respectivos
transcritos y el valor de la INRX es mayor, lo que disminuye el CV. En esta condicién
el valor de INRX es aceptado. Los genes que tienen este comportamiento fueron
considerados en nuestro analisis debido a que no pueden descartarse en la condicién de
carencia de Pi. Por lo tanto solo se descartaron los genes que en ambas condiciones
mostraron valores de CV de la INRX mayores a 0,5. Un ¢jemplo de esto son los
valores obtenidos para los genes phoR y phoB. Los valores de CV para phoR son mayores
que 0,5 en todas las condiciones en las dos réplicas y sus cambios en los niveles de
transcritos son irrelevantes debido a su alta variacion y descartados. Los valores de
cambio de la INRX para los niveles de transcritos del gen phoB se descartan en la réplica
mostrada en la tabla 3, mientras que en la replica de la tabla 4, el valor de CV en la
condicién de presencia de Pi es mayor que 0,5, mientras que en carencia de Pi, el CV es

menor que 0,5 y el valor de INRX se considera como valido.
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Para el experimento de trapaso a medio sin Pi (0 Pi), se tomaron células de
A. ferrooxidans crecidas con 22 mM Pi. El pellet de células se dividio en dos y se realizo
una extracciéon de RNA a tiempo cero, mientras que la otra mitad de las células se lavo
con el medio sin Pi y se incub6 en este por 24 h. Luego se extrajo el RNA y se realiz6 el
experimento de macroarreglos de DNA (resultados mostrados en el anexo 3). Se
observé un aumento de mas de 3 veces en los niveles de transcritos para los genes
pitS1, pstCl, pstAl, pstS2 y psiC2, lo que corresponde a un 22% de los genes.
Nuevamente el gen ps#52 es el que presenta una mayor INRX y un mayor aumento de

sus niveles de transcrito (19 veces).

3.4.Cuantificacién de los niveles de transcrito para los genes pstSI'y

pstS2 mediante PCR en tiempo real.

Para validar los resultados obtenidos a partir de los experimentos de macroatreglos
de DNA se cuantificaron los niveles de los transcritos de los genes pstS7 y pst82 de
A. ferrooxidans mediante la técnica de PCR en tiempo real. Para ello, de acuerdo a las
secuencias nucleotidicas de los dos genes se disefiaron partidores que permitieron la
amplificacién de éstos. Luego de optimizar las condiciones de amplificacién con cada
uno de estos partidores se construyeron las curvas de calibracién a partir de diluciones
seriadas de un estindar de DNA gendémico de A. ferrooxidans de concentracion
conocida. Fn el anexo 2 se muestran las curvas de calibracién y de fusion para todos

los genes cuya exptesién y cambios en los niveles de transcritos fueron estudiados
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mediante PCR en tiempo real en esta tesis. Se muestra también un ejemplo de cilculo
de nimero de copias relativo al tRNA 168, que fue utilizado para normalizar los datos
en nuestros experimentos.

Para la cuantificacion de los niveles de transcrito de los genes pstS7 y pstS2 se utilizo
el el mismo RNA que se marco en el expetimnto de macroarreglos mostrado en la tabla
3, se sintetizé el cDNA para cada muestra y este se amplificé mediante PCR en tiempo
real (Fig 13). Los valores de Ct obtenidos, asi como los valores numero de copias

relativo y numero de copias de RNA 16S se muestran en la tabla 5.
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Figura 13. Cuantificacién de los cambios en los niveles de transcritos para los genes pstS1 y pst32 de A.
ferrooxcidans mediante PCR en tiempo real. Se cuantificaron los niveles de cDINA de pstS1(A) y pstS2 (B)
de A. ferrooxidans crecido en carencia de Pi versus presencia de Pi. Con flechas se indican las curvas
correspondientes a cada muestra. Se indica la razin entre el nimero de copias de los cDNA de la condicion de

carencia de Pi versus el cultivo crecido con Pi. Los valores se normalizaron por el nimero de copias del gen de

rRINA 168,
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La figura 13 muestra que en la condicién de carencia de Pi existe un mayor nivel de
transctito para el gen psS2. Los valores de Ct (tabla 5) para ps37 son de 22,2 y 19,7
para la condiciones de presencia y carencia de Pi respectivamente, lo que de acuerdo a
la curva de calibracién correspondiente se traduce en un aumento de 4,7 veces del nivel
de transcrito, mientras que para el gen pszS2 los valores de Ct son de 24,7 y 16,5 para las
condiciones de presencia y carencia de Pi respectivamente, lo que se traduce en un
aumento de 138 veces del nivel de transcrito en la condicién de carencia de Pi. Cabe
mencionar que los niveles de cDNA obtenidos luego de realizar los célculos para cada
condicion se normalizaron por la cantidad de cDNA obtenida de la misma manera para

el gen de fRNA 16S que se muestra en el anexo 2.

Tabla 5 Induccion de los niveles de transerito de los genes pstS1 y pstS2 de A, ferrooxcidans en carencia de
Pi. Se muestra el valor de Ct, el niimero de copias relativo para cada muestra y el nivel de induccion en la

condicion de carencia de Pi versus la situacidn de presencia de Pi para los cultivos crecidos en Hosnlfato conmo

Juente de energia.
Numero de Numero de .
Gen Valor de Ct Copias Valor de Ct Copias Nivel _c%e
(22 mM Pi) relativo  (022mMPi)  relativo Induccion*
22 mM Pi 0,22 oM Ppj 22 mMFi/22mM Pi
psiST 722 7,5 x 10° 19,7 3,5x10° 4,7
o152 24,7 5,7x10° 16,5 7,9x10’ 138
168 16,9 2,4x10° 17 2,3x10° 1

*Los niveles de induccion se encuentran normalizados por el valor del numero de copias del RINA 16S.
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Luego de observar que los dos genes pszS de A. ferrooxidans aumentan su nivel de
transcritos en carencia de Pi y que el gen psiS2 es el que muestra un mayor valor de
aumento decidimos averiguar si este aumento se observa cuando 4. ferrooxidans se crece
en otra fuente energética y se somete a la carencia de Pi. Para cllo se tomaron células
de un cultivo crecido en i6n ferroso con 0,17 mM Pi. Se extrajo RNA total de la mitad
de las células a tempo cero v la otra mitad se traspaso a un medio sin fosfato (0 Pi)
durante 72 h. Luego de ese tiempo se extrajo el RNA total. Se midieron los niveles de
cDNA para los genes pstST y pst§2 mediante PCR en tiempo real de la misma manera

como se ilustré en la figura 13 (Tabla 6).

Tabla 6. Niveles de induccion relativos de los transcritos de los genes pstS1 y pstS2 de A. ferrooxadans

determinados mediante PCR en tiempo real. Se muestra el nivel de induccion normalizado en la condicion de 72
h de incubacion en ansencia de Pi versus la condicion de crecimiento en 0.17 mM Pi para cultivos crecidos con

i0n ferroso como fuente de energia.

Gen Valor de Nume_ro Valor de Ct Nume.ro de Nivel de l‘nduccmn
. de copias . copias normalizado #*
Ct (+Pi) ; 72 h -Pi _ : .
(+Pi) (72h — Pi) (72 h -Pi / +Pi)
pstST 236 32x10° 22.5 6,5x 10° 1.5
pstS2 26,1 25x10° 19,2 1,56 x 107 60
1685 8,3 1,4 x 10° 8,6 1,2 x 10° 1

* Los niveles de induccion se encuentran normalizados por el valor del numero de copias del RNA 168S.

Como se muestra en la tabla 6, el gen ps£52 muestra un aumento de los niveles
de transcrito de 60 veces luego de la incubacion por 72 h en medio con i6n ferroso y
sin Pi. Los resultados obtenidos en los experimentos mostrados en las tablas 5 y 6 nos

permiten afirmar que el aumento de los niveles de transcrito de este gen se encuentra

58



Resuliados

dado por el déficit de Pi y es independiente de la fuente energética en la cual el

microorganismo crece.

3.5.Estudio del metabolismo de los fosfonatos (Pn) en A. ferrooxidans

La presencia de los genes phn en el genoma de A. ferrooxidans y el antecedente
que estos forman patte del regulén Pho en E. wl y en otras bacterias que los poseen
nos hizo investigar si A. ferrooxidans posee la capacidad de crecer en fostonatos como
fuentes tnicas de fosfato y de evaluar si existen cambios en los niveles de transcritos de
los genes phn en estas condiciones. Se evalué el crecimiento con M-Pn y E-Pn a una
concentracién final de 1mM en cultivos crecidos en i6n ferroso como fuente de
energia. Fl crecimiento es sostenido y capaz de mantenerse por mds de fres traspasos

en el mismo medio de cultivo.

>

23

Celulasiml *10 8
Bag8EE

Tiempo (h) ‘ :

Tiempo {h) .

Figura 14. Crecimiento de A. ferrooxidans en fosfonatos como fisentes sinicas de fosfato. A) Se evalud el
crecimiento en E-Pn 1mM (cnadros rosados) y M-Pn 1mM (rombos azules) de células crecidas utilizando idn

Jferroso como fuente de energia. B) Grafico semi-logaritmico de las curvas mostradas en A.
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De la figura 14 observamos que el crecimiento es menor en M-Pn con respecto
a E-Pn, donde la densidad celular llega a entre 1-2 x 108 células/mlL. Al observar el
grafico semi-logaritmico notamos que la parte lincal de aumento del crecimiento para la
condicién de cultivo en presencia de E-Pn es muy pequefia, pot lo tanto no se
determino una velocidad de crecimiento.

Como A. ferrooxidans es una bacteria acumuladora de poliP y estos pueden
utilizarse en el crecimiento, decidimos averiguar si existe una diferencia en el
crecimiento en fosfonatos debida a la condicién de carencia o presencia de Pi de la cual
proviene el in6culo. Se traspasaron células crecidas en idn ferroso con fosfato suficiente
a un medio sin fosfato durante 72 h y con esas células se inoculé un cultivo en E-Pn

1mM. De la misma forma se inoculo un cultivo con células crecidas en presencia de Pi
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Figura 15. Efecto de la concentracidn de Pi en el inéenlo para el creciniento de . ferrooxidans en idn ferroso
v E-Pun. A) Se inocularon células provenientes de un cultivo crecido en presencia de Pi (rombos agules) y en

carencia de Pi (cuadros rosados) en E-Pn 1 mM. B) Grafico semi logaritmico de los datos mostrados en A.

En la figura 15 observamos que cuando el indculo proviene de células crecidas

en presencia de Pi, hay un crecimiento lineal, que podria deberse a que las bacterias
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estin creciendo a expensas de los poliP de reserva, mientras que cuando inoculamos
con las células que fueron sometidas a la carencia de Pi, se observa un retardo en el
crecimiento que podria deberse a la tasa de latencia de las bacterias que ticnen una

activacion de la expresion de la C-P liasa.

3.5.1. Cuantificacion de los niveles de transcritos de los genes phn

mediante PCR en tiempo real.

Se decidi6é averiguar si en los cultivos crecidos en fosfonatos existe un aumento en
los niveles de transcritos para los genes pho§41., phnG y phn] mediante PCR en tiempo
real. La sintesis de los respectivos cDNA se realizé con RNA extraido a partir de
células de fase estacionaria de cultivos crecidos en E-Pn con i6n ferroso como fuente
de energfa y con 0,17 mM Pi. Los resultados se muestran en la tabla 7.

Como se observa en la tabla, el gen pho84L es el que muestra un mayor cambio
en los niveles de transcrito con respecto a la situacion control del cultivo crecido en
presencia de Pi. Una explicacion posible es que el RNA utilizado en estos experimentos
se extrajo a partir de células de la fase estacionaria de un cultivo y no se observaron

grandes cambios en los niveles de transcrito para los genes phan.
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Tabla 7. Cuantificacion de los cambios en los niveles de transerto para algunos genes relacionados con la
utilizacion de fosfonatos en A. ferrooxcidans mediante PCR en tfiempo real. Se muestra el nivel de induccion de
los genes en la condicion de crecimiento en E-Pn versus 0,17 mM Pi, atilizando célnlas crecidas en i6n ferroso

como fiente de energla.

N° i . Nivel de
G Valor de rd(:gjs Valor de Ct et ];2.:/ o Induccion
= Ct (E-Pn) E-P. (+Pr) P Normalizado
- (E-Pn/+Pi)

pho84L. 33 2,7 x10° 29,1 28x10° 6,4
PhnG 245 1x10° 25,4 5,6 x 10° 29
phnf 247 6,7 x 10° 26 2,8 x10° 39
16 S 6,9 2x 10 7.6 3,2x 10° 1,6

Para intentar encontrar cambios significativos, decidimos realizar cultivos
crecidos en tiosulfato y M-Pn como fuente de Pi. El RNA se extrajo en la fase
exponencial de la curva de crecimiento y se analiz6 la expresion de los genes phn de A.
ferrooxcidans a través de macroarreglos de DNA. Se prepard un cultivo control con 22
mM Pi y para el cultivo con fosfonato se crecié un cultivo con M-Pn 1 mM como
fuente de fosfato. Para el inbculo se utilizaron células crecidas previamente en este
mismo medio de cultivo (Fig. 16). Se observa que el cultivo crecido con 1 mM M-Pn
crece 2 una menor densidad celular comparado con el cultivo crecido en 22 mM Pi, el
cual presenta un menor crecimiento con respecto al cultivo crecido en condiciones de
fosfato suficiente. El tiempo generacional calculado para la condicién de crecimiento

con Pi fue de 8,7 h, mientras que para el crecimiento en 1 mM M-Pn fue de 11,3 h.
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Figura 16. Crecimiento de A. ferrooxidans_en tiosulfato y M-Pn. A) Se muestra el culfivo crecido en
presencia de 22 mM Pi (cnadrados rosados) y M-Pn 1 mM (rombos azules). En rojo se destaca of punto

donde s¢ realizd la exctraccion de RNA. B) Grafico semi-logaritmico de las curvas mostradas en A.

El experimento de macroarreglos se llevé a cabo sobre una membrana en la cual
solamente se imprimieron los genes del posible regulén pho, los genes dnaK, groEL 'y rus
y ¢l sistema afel/afeR. La sintesis de los cDNA marcados se realizé con 4 pg de RNA
total en cada una de las condiciones. En la membrana hibridada con los cDNAs
generados a partir del RNA extraido del cultivo crecido en M-Pn se observa a simple
vista una induccion de todos los genes phn, incluido el ORF que se encuentra rio debajo
de los genes codificantes para la C-P liasa phnG-M, y que codifica para una proteina
hipotética (tabla 8).

La cuantificacién de los valores de INRX de las sefiales obtenidas revela que los
niveles de transcrito de practicamente todos los genes ph# aumentan mas de 10 veces
cuando los cultivos crecen con 1 mM M-Pn al comparar con los niveles de INRX

obtenidas para los cultivos que crecen con 22 mM Pi.
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Tabla 8 Cuantificaciin del anments de los niveles de franscrito de Jos genes phn de A. ferrooxidans durante el
crecimiento en M-Pn mediante macroarreglos de DNA. Se comparan los niveles de transcrito en el fosfonato

utilizado versus la condicidn control en presencia de Pr.

Intensidad Relativa

Manchas Normalizada Variacion de
= Intensidades
Gen s Tt e ¥ temt | TN
phoB ' 0,030 027 0,052 034 1,7
phoR 0,014 022 0,013 0,38 0,9
psiS1 0,022 032 0015 029 0,7
pstCl 0,018 0,19 0,030 042 1,7
pstAl 0,037 024 0051 029 1,4
pstBI 0,016 021 0021 0,09 1,3
pholU 0,029 0,10 0,050 023 1,7
ppx 0,022 042 0017 033 0,8
ok 0,017 0,16 0,061 024 3,6
psiS2 TL 0027 040 0259 0,14 9,6
pstC2 0,016 028 0013 0,19 0,9
pstA2 0,017 024 0,020 0,10 1,2
pho84L 0,026 007 0079 0,17 3,1
phnG oe 0062 013 0,744 0,07 12,1
phnH °e 0026 008 0,545 0,10 20,6
phnl ST 0021 031 0,08 0,12 4,1
phnd °e 0021 024 0364 0,18 17,0
phnk % 0150 009 0,781 0,05 52
phnl o8 0060 067 1446 0,13 24,1
phnM 0,026 031 0,065 020 2,5
hip °e 0034 0,14 1,122 0,05 32,8
phnN se 0039 008 0,58 0,07 15,2
phnF .+ 0018 021 01126 0,17 6,9
dnak D7 e 0342 014 0484 0,14 1,4
groEL ST 0,082 044 0,094 0,08 1,1
rus 0,067 0,16 0,110 0,38 1,6
spiked S8  ae 149 006 1121 0,03
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Cuando la bacteria crece con M-Pn, se observa que el nivel de transcrito del gen
ps#52 aumenta cerca de 10 veces, lo que nos sugiere que A. ferroocidans si bien crece en
M-Pn, posiblemente se encuentra en una situacion de hambruna de Pi.

Para validar los datos anteriormente sefialados se midi6 la expresion de los genes
pho841., phnG y phn] mediante PCR en tiempo teal. Para la sintesis del cDNA
correspondiente a cada gen se utilizaron 400 ng de RNA total y la reaccién de PCR se

realizé en 35 ciclos a partir de una dilucion 1/20 del cDNA.

Tabla 9. Cuantificaciin de los niveles de induccidn de los transcritos de los genes pho84L., phnG y phn]
mediante PCR en tiempo real. Se muestran los valores de Ct y la razin del niimero de copias entre los cDINA
provensentes del RNA extraido a partir de células crecidas en M-Pn 1mM versus aguellos RNA provenientes

de células erecidas con 22 mM Pi (+Pi).

Valor de Ct N? copias Valor de N°? copias Razon*
Gen (M-Pn)  relativo (M-Pn) Ct(+Pj) relativo (+Pi)) M-Pn/+Pi
pho841. 28,1 4,6x10° 31 9 x 10* 7,5
phaG 21 9,6 x 10° 249 7.8 10° 7,9
phn] 20,9 8,1 x 10° 26,1 2,5x10° 226
168 10,2 6,9 x 10/ 9,5 47x10 1

* Valores normalizados con respecto al RNA 165

Los valores obtenidos mediante PCR en tiempo real revelan un aumento en los
niveles de transcrito de aproximadamente 7, 8 y 23 veces para los genes pho84L, phnG 'y
phn] respectivamente (tabla 9), mientras que para estos mismos genes la técnica de

macroarreglos de DNA mostrd un aumento de 3, 12 y 17 veces, tespectivamente. Los
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resultados nos confirman que los transcritos correspondientes a los genes phn se
encuentran presentes en una mayor cantdad cuando los cultivos crecen con M-Pn
como fuentes tnicas de Pi, lo cual sugiete fuertemente que se induce esta via
metabolica.

El patrén conjunto de induccién de la expresion de los genes phu, su ligamiento
fisico y la conservacién del orden con respecto a otros genomas de bacteria sugieren la
posible existencia de un operén que comprenda al menos los genes desde phnG a phnM
codificantes para la C-P liasa de A. ferrooxidans. Para comprobar ello se disefié un
experimento de cotranscripcion (figura 17), en el cual la sintesis de cDNA se realiz6 a
partir del mismo RNA proveniente del cultivo en M-Pn 1 mM que se utilizo para el
experimento de macroarreglos cuyo resultado se muestra en la tabla 8. El cDNA se
sintetizé con un partidor ubicado en el gen phnM. La posterior amplificacion obtenida
por PCR con todas las parejas de partidores para los genes adyacentes cuando
utilizamos el cDNA como templado nos indica que los genes que codifican para la C-P
liasa de A. fermoxidans se expresan, en nuestras condiciones experimentales, al menos

como una unidad transcripcional de siete genes, comprendida desde phnG a phri.
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— — — —
A — > = > > > > Sintesis
phai phnt pm p’m_L ﬁ;a?w de cDNA
1 2 3 4 5 6 7
B pho84/phnG phnGiphnH phnHiphnl phnliphnd  phndiphnK  phnKiphnL phnl{phnM
P+ 1+ [+ 11+ - Jf+ 1]+ ]I+ |

Figura 17 Los genes phn de A. ferrooxidans se cotransoriben. A. La sintesis de cDNA se realizd con el
partidor reverso wbicado en el gen phnM y 1 pg de RNA iotal de A. ferrooxidans crecido en M-Pr 1 mM. La
amplificacion por PCR se realizd con Tul. de nna dilncion 1/20 del cDINA como templads y cada una de las
parejas de partidores sefialadas, para cada pareja de genes adyacentes gen se utilizaron los partidores con el R1 y
D1 de cada gen (anexo 1), esperandose de tamaios de amplificados de 633, 615, 642, 714, 704, 674 y 370
Db respectivamente para B. Amplificacion con las parejas de partidores adyacentes luego de 32 ciclos de PCR.

Las signos + y — indican reaccion con transcriptasa inversa y sus vespectivos controles sin ella.
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3.6. Estudio de la relaciéon entre el metabolismo de los poliP y la

expresion de los genes del regulén Pho en A, ferrooxidans.

Para intentar correlacionar la expresion de los genes del regulén Pho de A
Jerrooxcidans con los cambios en los niveles de poliP se tomaron células de un cultivo
crecido en i6n ferroso con 0,17 mM Pi y se inocularon en un medio sin Pi. Se midi6 el

crecimiento y se extrajeron y cuantificaron los poliP a los tiempos indicados (Fig. 18).
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Figura 18 Niveles de poliP durante el crecimiento de A. ferrooxidans en medio con idn ferroso y sin Pr. Se
inocularon células provenientes de un cultivo con Pi a medio sin Pi, se determind el crecimiento (en cuadrados

ro705) y los niveles de poliP (en rombos azules) a distintos tiempos de la curva de crecimiento.
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Al observar la curva de crecimiento en carencia de Pi mostrada en la figura 19
notamos que el cultivo como ya es sabido es capaz de crecer a expensas del poliP
durante un traspaso. Cuando medimos los niveles de poliP notamos que a las 60 h ya
estos caen casi a cero, lo que nos indica que el poliP se ha utilizado para el crecimiento
de A. ferroosxcidans. Para observar la disminucién del contenido de granulos densos al haz
de electrones que corresponden a los poliP, se tomaron fotografias de TEM de las
células a tres tiempos del experimento (Fig. 19). Consistentemente con la medicién
bioquimica de los niveles de poliP notamos en las fotografias tomadas a las 60 y 140 h
de crecimiento en medio sin fosfato que las células se alargan y que los granulos densos

al paso de los electrones desaparecen.

500nm

1pm

500nm

0 h-Pi 60 h-Pi 140 h-Pi
Figura 19. Andlisis mediante TEM de la presencia de granulos de poliP en A. ferrooxidans durante su

crecimiento en medio sin Pi. Se tomaron fotos a las cero (A), sesenta (B) y ciento cuarenta horas (C) de

crecimiento en carencia de Pr.

Para averiguar si existe un cambio en la expresion de los genes pp& v ppx en los

tiempos en los que se degradan los poliP, se midieron los niveles de transcritos para
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estos genes mediante PCR en tiempo real. Luego del traspaso de un cultivo crecido en

i6n ferroso al mismo medio sin Pi. Se extrajo RNA a tres tiempos; 0, 20 y 40 h post-

traspaso y se midieron los niveles relativos de transcritos para los genes ppk, ppxy psiS2.

(Tabla 10).

Tabla 10. Bfecto de la ausencia de Pi sobre los niveles relativos de transcritos para los genes ppk y ppx

(arriba) y pstS2 y 168 (abajo), cuantificados mediante PCR en tiempo real. Se muestran los valores de

indnccion de cada gen relativos al tienipo cero.

PPk Ppx
Tiempo
post Valor N° Copias Nivel de Valor de N?° Copias Nivel de
traspaso a de Ct relativo induccion Ct relativo induccion
0 Pi (h)
0 288 53x 104 1 27,8 1,3 x 105 1
20 25,5 4.4 x10° 10,3 24,3 1,2x 10¢ 11
40 24.4 8,5% 10 15,2 23,2 2.4 x 106 17,1
pstS2 168
Tiempo
post Valorde  N° Copias Nivel de Valor de N? Copias Nivel de
traspaso a Ce relativo Induccion Ct relativo induccion
0 Pi (h)
0 28,2 71 x 104 1 9,7 6,2x 107 1
20 19,5 1,2x 107 210 10 5x 107 1
40 18,5 2,3 x 107 309 9,6 6,6 x 107 1
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Como se observa en la tabla, el gen psz52 es el que muestra un mayor aumento
en sus niveles de transcrito en la condicion de ausencia de Pi y se utilizdé como control
positivo de respuesta frente a la ausencia carencia de Pi. Los genes ppk vy ppx también
aumentan sus niveles de transcrito a las 20 y 40 h post-traspaso. El aumento de los
niveles de transcrito para el gen ppx, que codifica para una exopolifosfatasa, es
consistente con la caida de los niveles de poliP en la situacién de carencia de Pi. El
aumento de los niveles de transcripcién del gen pp#, que codifica para la polifosfato
quinasa, podtia ser consistente con esta caida de acuerdo al equilibrio que exista entre la
sintesis y la degradacion del poliP debido a que la PPK puede catalizar la reaccion
reversa de la sintesis de poliP, generando ATP.

Para avetiguar si las células crecidas en fosfonatos son capaces de acumular
poliP, se tomaron células en la fase estacionaria de cultivos crecidos en i6n ferroso
como fuente de energia y M-Pn y E-Pn 1mM como fuentes de Pi y se les determiné el
contenido de poliP. Se determiné también el nivel de poliP de un cultivo crecido en i6n
ferroso con 0,17 mM Pi y de un cultivo sometido a ausencia de Pi durante 72 h (Fig.
20). Se observa que los cultivos crecidos en fosfonatos acumulan un muy bajo nivel de
poliP al comparar con el cultivo crecido en presencia de Pi. Esto puede deberse a un
problema de disponibilidad de Pi para la sintesis de ATP, que es el principal sustrato 2

partir del cual se genera el poliP en la célula.
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Figura 20. Efecto del erecimiento de A. ferrooscidans en fosfonatos sobre los niveles de poliP. De izquierda a

derecha se grafican los niveles de poliP para un cultivo crecido con Pi, con 72 b de traspaso a medio sin Pi, un

cultivo en M-Pn y un eultivo crecido en E-Pn 1mM. Todos los cultivos contenian idn ferroso como fuente de

energia,

Al observar las células crecidas en M-Pn y E-Pn mediante TEM, (Fig. 21),

descubrimos que estas no son capaces de acumular grinulos densos al paso de los

electrones al compararlas con un cultivo crecido en presencia de Pi

A

500nm

B

500nm

C

Figura 21. Efecto del crecimiento de A. ferrooxcidans en fosfonatos sobre la presencia de granulos de poliP
determinados por TEM. 1as células se crecieron con Pi (A), M-Pr 1 mM,(B) y E-Pn 1mM (C). En todos

Jos cnltivos se empled idn ferroso como sustrato oxidable.
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4. Discusion.

4.1. El Regulén Pho de A. ferrooxidans.

En nuestro laboratorio iniciamos la busqueda de un regulon Pho en A. ferrooxidans a
partit de la secuencia N-terminal de la Proteina PstS, que fue aislada de un gel
bidimensional realizado con las proteinas totales extraidas en condiciones de carencia
de Pi (Seeger y Jerez, 1993). A partit de este dato y con la ayuda de la secuencia, en un
principio patcial y ahora ya completa del genoma de esta bacteria (www.tigr.org) hemos
encontrado genes homologos al sistema phoB/phoR, que se encuentran junto al sistema
de transporte Pst, codificado por los genes pstSCAB-pholU, el cual es un subgrupo de
genes pertenecientes al regulén Pho que se encuentra mas ampliamente conservado
entre las bacterias. En A. ferrvoxidans existe la particularidad que el gen ppx se encuentra
ubicado rio abajo del gen phoU (Vera y col,, 2003). También hemos encontrado que
existe una duplicacién truncada del sistema Pst que comprende los genes pst§2C2A42, y
un operdn phn donde se encuentra codificada la C-P liasa que es la principal enzima
responsable de la degradacién de fosfonatos en bacteria. También, podrian formar
parte de este sistema el transportador de Pi codificado por el gen phoS4L v la
polifosfato quinasa, codificada por el gen ppk.

Mediante la técnica de macroarreglos de DNA que se disefié e implementd en esta

tesis hemos mostrado no solo que estos genes se expresan, sino también que sus niveles
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de transcritos aumentan cuando las células se someten a una carencia de Pi. Algunos de
los datos obtenidos fucron validados mediante la técnica de PCR en tiempo real.

Del anilisis de los datos de macroarreglos de DNA observamos que los valores de
intensidad de las sefiales obtenidas en las membranas para los distuntos genes
estudiados varian en cerca de tres 6rdenes de magnitud entre la sefial mas intensa y la
menor de ellas. Hsto guarda una estrecha relacion con los niveles de transcritos
existentes para cada uno de los genes presentes en la membrana. Para los genes que se
encuentran ubicados en un operdén se ha observado que existe variacion entre los
valores de intensidad de sefales de hibridacion, lo que podria deberse a la presencia de
regiones de alta estructura secundaria en el mRNA que dificulten el acceso al partidor
que dirigira la sintesis del cDNA a su zona de hibridacion correspondiente, la posible
degradacion de los mensajeros policistronicos v la presencia de promotores internos y
de sitios terminadores de la transcripcidn (Krol y Becker, 2004). Recientemente se ha
descrito que para el operon pstSCAB-pholU de Clostridinm  acetobutylicum existen dos
transcritos, que fueron caracterizados mediante Northern blot. Uno de ellos mide 4,7
kb y corresponde al mensajero de todo el operdn, mientras que el otro transcrito de 1,2
kb que codifica solamente para el gen psS, es el mds abundante y su nivel aumenta
cuando la bacteria es sometida a la carencia de Pi en un quimiostato (Fischer y col.,
2006). Es posible entonces que la mayor intensidad observada en las membranas de
macroarrcglos de DNA para los genes pstS y especialmente para el gen psaS2 de .

JSerrooxcidans sea el reflejo de la existencia de algtin tipo de regulacién mis compleja de los
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operones. Futuros experimentos de extension del partidor y de “Northern blot” con
sondas para los distintos genes involucrados nos entregarfan una mayor informacion
acerca de la expresion de los genes pst§ y deberian entonces permitirnos entender mejor
la regulacion de la transcripcion de estos genes.

Nuestros métodos de busqueda no permitieron definir la existencia en 4.
Jerrooxidans de dos de los elementos comunes en los regulones Pho de las bacterias.
Dentro de estos, podria esperarse la existencia de marcos de lectura que codifiquen para
alguna proteina de membrana externa y para alguna fosfatasa.

Se ha descrito que la proteina PhoB actia uniéndose a las cajas “pho”, que estin en
las regiones -35 de los genes que forman parte del regulén Pho (Kimura v col., 1989).
En esta tesis hemos encontrado que las secuencias nucleotidicas de las posibles zonas
promotoras de los genes phoB y psiST de A. ferrooxidans tienen un alto nivel de identidad.
El sitio de inicio de la transcripcion del gen phoB da cuenta de la existencia de un
promotor que sugiere que esta caja pho seria funcional. Esto nos permitira utilizar estas
dos secuencias conservadas para construir un consenso de posibles cajas pho y realizar
un barrido en el genoma de A. ferrooxidans con el objeto de encontrar nuevos marcos de
lectura abiertos que podrian pertenecer al regulon Pho de esta bacteria y no fueron

encontrados en esta tesis.
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4.2. Posibles transportadores de Pi en A. ferrooxidans.

A. ferrooxadans no posee transportadores de fosfato del tipo Pit, los cuales no
discriminan entre Pi y Arseniato. Esto podtia conttibuir al alto nivel de sobrevivencia
de la bacteria en ambientes con iones arseniato.

El gen phoS4L. de A. ferrvoxidans se ubica rio arriba de los genes phn en este
microorganismo. Este codifica para una proteina homdloga a la Pho84, uno de los
sistemas transportadores de Pi de S. cerevisize, que funciona en condiciones ambientales
acidas (pH 4,5) en esta levadura. Pho84 pertenece a la “MFS”, que se caracterizan por
funcionar potencialmente como sistemas bidireccionales de transporte (Persson y col.,
2003). El analisis de los genomas disponibles de otros otganismos acidéfilos, arqueas
acidofilas para ser mis precisos, con respecto a los probables sistemas transportadores
de Pi mostré como resultado la existencia en todos ellos de transportadores del tipo
Pho84 (Alvarez y Jerez, 2004). Este hallazgo reafirma a Pho84L. como un probable
transportador de Pi perteneciente a la MFS en el acidéfilo extremo A. ferrooxidans. La
presencia de dos genes pitS funcionales, de los cuales el gen ps#§2 es el que mas se
induce en la condicién de carencia de Pi puede dar cuenta de una adaptacién evolutiva
de esta bacteria para sobrevivir en ambientes oligotréficos de fosfato. El gen ps2§2 no
se ubica en ¢l operdn ps7 candnico encontrado en todas las bacterias que poseen el
reguldon Pho y es el que presenta un menor porcentaje de identidad de secuencia a nivel
proteico con la PszS de E. /. Al analizar en la base de datos de COGs de NCBI

observamos que se encuentran genes homdlogos a piil en genomas de organismos
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pertenecientes a los dominios Archaea y Bacteria, encontrandose parilogos de pst§ en
los genomas de las arqueas Halobhacterium sp., Methanobacterinm thermoautotrophicum y en los
genomas de las bacterias Lactococens lactis, Synechocystis sp., Escherichia coli O15T:HT y
EDI.933, Psendomonas aernginosa, Vibrio cholerae, Mycobacterinm leprae vy Mycobacterinm
tuberculosis. En este ultimo microorganismo se ha mostrado que existen tres genes psi$ y
mediante anticuerpos monoclonales se ha mostrado que las proteinas PstS se
encuentran en la superficie de Mycobacterinm bovis (Letevre y col.,, 1997). Segun estos
autores, las duplicaciones del gen psi§ en el genero Mycobacterium podrian dar cuenta de
una adaptacion de este patdgeno intracelular a la carencia de fosfato en sus ambientes
alternativos de crecimiento, como citoplasma, fagosomas y lisosomas, donde la
concentraciones de Pi y el pH pueden variar. Ademas, recientemente se ha reportado
que cl genoma del diazétrofo marino Crocosphaera watsonii existen tres copias del gen
ps£8. 81 bien no se han realizado estudios de la expresion de estos genes en el transcurso
del tiempo, uno de los genes mostré un aumento en los niveles de transcrito en

condiciones de carencia de Pi (Dyhrman y Haley, 20006).

4.3. Metabolismo de los poliP.

Los genes relacionados con el metabolismo de los poliP en .A. ferrooxidans muestran
una organizacion muy diferente a la presente en otras bacterias. El gen pp& estd alejado
del gen ppx en el genoma y en esta tesis se ha mostrado que se transcribe como una
unidad transcripcional monocistronica, mientras que los genes del sistema phoBR-

pitSCAB-phoU-ppx se transcribirian juntos, al menos como una unidad transcripcional
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de ocho genes. Hemos demostrado que existe un aumento de cerca de 9 y 18 veces en
los niveles de transcritos del gen ppx a las 20 h y 40 h post traspaso al mismo medio sin
Pi. Este aumento se correlaciona con la caida de los niveles de los poliP durante la
respuesta a la carencia de Pi v por ende, permite posicionar a los poliP dentro del
modelo de respuesta a la carencia de Pi de A. ferrooxidans (Fig. 22), ya que al aumentar la
actvidad PPX se generarfa Pi a partit de poliP, el cual podria utilizarse para el
crecimiento. En nuestro laboratorio se ha mostrado previamente que la actividad PPX
aumenta en células crecidas sin Pi y, mediante “Western blot”, se ha detectado una
mayor cantidad de la proteina PPX de .A. ferrooxidans caando las células se crecieron en
ausencia de Pi (Alvarez, 2003). Estos resultados no excluyen la posibilidad de que haya
regulaciones postraduccionales de la actividad catalitica, ademas de la regulacion
transcripcional, mediada, por ejemplo por metabolitos como el (p)ppGpp.

Cuando sc traspasa un cultivo de A. ferrooxidans a un medio sin Pi ocurre una rapida
degradacion del poliP, lo que indica que en estas condiciones sus funciones son
principalmente energéticas. La desaparicion del poliP podria deberse i) a la actividad
reversa de la PPK, pudiendo en este caso actuar como fuente de ATP en caso que la
carencia de Pi genere una disminucion en la concentracion de ATP citoplasmatica o ii)
a la actividad exopolifosfatasa de la PPX, que como se menciond anteriormente,
generarfa una disminucion de los niveles de poliP producto de la hidrélisis, formando
asi un aumento de la cantidad de Pi, que podria utilizarse para la sintesis de ATP o para

un transporte hacia el medio extracelular.
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Figura 22. Esquema hipotético del metabolismo del Pi en A. ferrooxidans. Ff transporte de Pi a través de la
membrana externa podria estar dado por la porina de membrana externa Omp 40 o alguna ofra proteina que
se encuentre bajo el control del regulin Pho. Por otro lado, para pasar la membrana interna, el Pi podria ser
transportado por dos sistemas de acnerdo a su biodisponibilidad. Cuando haya fosfato suficiente, la proteina
Pho84 podria contribuir al transporte de Pi, actuando en simporte con protones. Ein condiciones de carencia de
Pi, éste seria captado en el periplasma por las proteinas PstS. Especialmente la PsiS2, que se expresa en una
mayor cantidad. Fstas conducirian el Pi hasta el sistema de transporte activo Pst, en el cnal las funciones de las
proteinas PstA y PstC podrian ser cumplidas tanto por PstAl y PstC1 como por PstA2 y PstC2. La
condicion de carencia de Pi activaria la expresion de estos genes a través de la activaciin del sistema de dos
componentes formado por PhoB/PhoR. La degradacion de los poliP podria estar dada por la actividad PPK
reversa en condiciones de carencia de ATP o por la actividad exopolifosfatasa de la PPX en condiciones de

carencia de Pi, donde la excpresion del regulén Pho tendria una influencia positiva en los niveles de expresion del

gon ppoc
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FE. ¢oli acumula poliP al inicio de la fase logatitmica de crecimiento y cn la fase
estacionaria. Cuando un cultivo pasa a la fase exponencial de la curva de crecimiento, el
nivel intracelular de poliP cae entre 5 y 10 veces. La dindmica de acumulacién y
utilizacién del poliP muestra sin duda que las funciones prioritarias del poliP deben ser
como fuente de energia y como fuente de Pi. La asociacion de la acumulacion de poliP
con la limitaciéon de algunos nutrientes e inclusive en situaciones de estrés, que son
acompanadas de cambios bruscos en condiciones ambientales sugiere que
probablemente el poliP sea un enlace entre estas situaciones y los sistemas globales de
respuesta. Productos relacionados con el poliP, guanosinas tetra v pentafosfato pueden
proveer estas funciones. Se ha demostrado que bajo ciertas condiciones de estrés, las
guanosinas tetrafosfato pueden inhibir la degradacion hidrolitica del poliP debido a que
actian como inhibidores de la PPX, sin afectar la funcion de la PPK en E. cofi
(Kornberg v col., 1999). Se ha descrito que en esta bacteria los genes ppk v ppx no
torman parte del regulon Pho debido a que fusiones traduccionales con el gen /ZrZ no
condijeron a un aumento de la actividad B-galactosidasa en condiciones de carencia de
Pi (Morohoshi y col., 2002). Al contrario, nuestros datos sugieren que en .A. ferrooxidans
¢l metabolismo del poliP se encuentra ligado a la expresion del regulon Pho.

Cabe mencionar que en Aeanetobacter sp. ADP1, el cual es un organismo acumulador
de poliP, se ha demostrado que el gen ppk tene 2 promotores y que uno de ellos es
inducible en carencia de fostato, aunque no se ha encontrado en este organismo una

secuencia tipo caja phe en su region promotora (Geissdorfer y col., 1998).
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4.4. Metabolismo de los fosfonatos en A. ferrooxidans.

En esta tesis se ha mostrado también la presencia de los genes phnG-M, codificantes
para la C-P liasa que ha sido descrita en E. wi/ vy en otras bacterias como la principal
enzima involucrada en la degradacion de los fosfonatos debido a su amplio rango de
sustratos, que comprende desde alquil hasta aril fosfonatos (Kononova vy
Nesmeyanova, 2002; Parker y col., 1999; Ternan v col., 1998). Mediante la técnica de
macroarreglos de DNA hemos observado un aumento leve de los niveles de transcritos
de estos genes en carencia de Pi. Sin embargo, su mayor aumento (entre 10-20 veces),
se observd cuando el RNA se extrajo de células que se encontraban en la fase
exponencial de la curva de crecimiento con M-Pn 1 mM como fuente tnica de Pi (Fig.
19). Basandonos en los resultados obtenidos, proponemos un esquema hipotético del
metabolismo de fosfonatos en A. ferrsoxidans (Figura 23).

Al analizar en detalle la organizacion fisica del operén phun de A. ferrooxidans se
observan algunas diferencias con respecto al operdn phu de E. cofi (Fig. 4): (1) Los genes
phnCDE no estan en A. ferrooxidans. En E. coli estos forman parte de un sistema de
unién y transporte (Metcalf y Wanner, 1993), que posee no solo la capacidad de
transportar fosfonatos, sino también ésteres de fosfato, fosfito y fosfato no se
encuentran presentes en el genoma de A. ferrooxidans. Mediante el estudio de deleciones
en el operdn phr que mantuvieran el fenotipo de la actividad de la C-P liasa se llegd a la
conclusion de que los genes phnCDE no son esenciales y que la ruptura del enlace C-P

podria ocurrit en la supetficic de la membrana interna, liberando el compuesto
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carbonado al periplasma, lo que confirma las observaciones que E. ¢/ no puede utilizar

fosfonatos como fuentes tnicas de carbono (Yakovleva y col., 1998).

Medio extracelular

(=
Espacio periplasmico
i

Pi Activa la trascripcion
de los genes pho

Pi ——— ATP

Figura 23. Esquema hipotético del metabolismo de fosfonatos en A. ferrooxidans. En condiciones de carencia
de Pi se activaria el regulin Pho, el cual induciria la expresion de los genes phn, asi como del gen pstS2. A nivel
de la membrana interna, la actividad fosfonatasa del complejo de la C-P liasa permitiria liberar Pi, que podria
ser transportado directamente hacia el citoplasma o desde el periplasma hacia el citoplasma por un sistema de
alta afinidad de tipo Pst. El rol de la proteina PhuF no se encuentra dilucidado, pero podria actuar como un

regulador transcripcional que mantenga la expresion del operon phn en presencia de fosfonatos.

il) En _A. ferrooxidans el gen phnF se encuentra al final del operdn phn. El andlisis de la
secuencia de PhnF ha mostrado que presenta un motivo HTH, por lo que se ha
sugerido que esta podria ser un regulador transcripcional. En E. c/i el gen phnF se ubica

rio arriba de los genes de la C-P liasa (phnG-M) en E. coki. iii) En A. ferrooxidans no
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existen genes homologos a los genes phnO y phuP de E. coli. El gen phnO de E. coli
codifica para una proteina que tiene secuencias en comun con protefnas regulatorias y el
gen phuP codifica para una proteina accesoria no esencial para la actividad C-P lLiasa. iv)
En A. ferrooxidans, inmediatamente rio abajo de los genes phrG-M, codificantes para la
C-P liasa v antes de los genes phulN y phulF de existe un marco abierto de lectura
codificante para una proteina hipotética. Si bien hemos demostrado que los genes phnG-
M se expresan al menos como un operdn en A. ferrooxidans (Fig. 17), los valores de
induccién de los niveles de transcrito para el gen codificante para esta proteina
hipotética, asi como para los genes phuIN v phul’ no nos permiten descartar la
posibilidad que en A. ferrooxidans estos tres genes sean parte de la misma unidad
transcripcional. Un estudio realizado recientemente en todos los genomas completos de
bacterias que poseen genes para la degradacion de fosfonatos ha mostrado que el grupo

~de los siete genes que conforman la C-P liasa (phuG-M), es el que se encuentra mas
ampliamente conservado a nivel del ordenamiento fisico de los genes phn (Huang y col.,
2005).

La capacidad de degradar fosfonatos le puede conferir una ventaja adaptativa a 4.
Jerrooxidans para la colonizacién de ambientes oligotréficos frente a otras bacterias que
no posean la capacidad de crecer en fosfonatos debido a que podria tener acceso a una
tuente de fosfato unico. Recientemente, se ha mostrado que en el genoma de la
clanobacteria diazétrofa  Trichodesminm  erythraenm estan presentes los genes phu.

Dhyrman y cols. (2006) han mostrado que estos genes le conferirian la capacidad de
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degradar los fosfonatos presentes en los ambientes marinos debido a que la medicion
de la expresion de los genes phnD y phn] de bacterias aisladas desde “blooms” marinos
mostré un mayor nivel de expresion de estos genes al comparatlos con controles
crecidos en ¢l laboratorio en presencia de Pi. La C-P liasa no se encuentra codificada en
los genomas de otras cianobacterias v la capacidad unica de consumir fosfonatos
explicaria en parte la prevalencia de este microorganismo en ambientes oligotroficos
marinos donde el Pi se encuentra en concentraciones del orden de nanomolar
(Dyhrman y col., 2000).

Se hace interesante investigar sobre la capacidad degradativa de fosfonatos en otros
microorganismos que comparten el habitat natural de A, ferroxidans. Una bisqueda de
genes ortologos a los del operén phn en la bacteria Ferroplasma acidarmanus realizada en el
marco de esta tesis dio resultados negativos. Se necesitarin mas secuencias gendmicas
de microorganismos presentes en ambientes biohidrometalirgicos para inferir sobre las

capacidades degradativas de fosfonatos y determinar si esta es una caracteristica nica

de A. ferrooxidans.
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5. Conclusiones.

Se ha disefiado y validado la construccién de un mactoarreglo de genes de 4.
Jervooxidans y se ha iniciado la caracterizacion del reguldon Pho de A. ferrooxidans a nivel
transcripcional. Hemos mostrado que los genes del regulén Pho de A. ferroocidans se
cxpresan y que sus niveles de transcritos aumentan en condiciones de carencia de Pl

De los dos genes pstS de A, ferrooxidans, el gen psiS2 es el que muestra un mayor
nivel de aumento de los niveles de transcrito en la condicion de carencia de Pi. La
presencia de dos genes pstS funcionales puede dar cuenta de una adaptacién evolutiva
de esta bacteria para sobrevivir en ambientes oligotréficos de fosfato, asi como también
podria indicarnos que en una situacion de carencia de Pi, la unién y el transporte de este
16n puede estar dado exclusivamente por sistemas del tipo Pst .

La presencia del gen codificante para una proteina homodloga a la Pho84 de
levaduras, que justamente se encuentra ubicado rio artiba del operdn phu sugiere la
presencia de otra capacidad de internar fosfato u organofosfatos. En condiciones de
presencia de Pi, el transporte de este i6n pudiese estar siendo realizado
mayoritariamente por esta proteina.

A. ferrooxidans es una bacteria acumuladora de poliP. Estos son consumidos al existir
carencia de Pi y hemos mostrado que en A. ferrooxidans el metabolismo de este polimero

esta relacionado con la expresion del regulén Pho debido a que el gen ppx, que codifica
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para la exopolifosfatasa es cotranscrito con los genes del regulén Pho y su expresion
aumenta cuando las células son sometidas a la carencia de Pi.

A. ferrmoxidans posce la capacidad de crecer en fosfonatos como fuentes tnicas de Pi.
La presencia de los genes phn en A. ferrooxidans puede conferitle una ventaja adaptativa
frente a otras bacterias que no posean la capacidad de crecer en fosfonatos en la
colonizacién de ambientes oligotroficos, debido a que podria metabolizar una fuente de

fosfato alternativa.
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Anexo 1

Tabla 11. Oligonncledtidos utilizados en esta fesis.

Nombre Secuencia
AfDhnak-N 5’ atggctaaagtgatcgga 37
AfDnakK-R1 5’ gcacttcaaactggtgtt 3’7
AfGroEL-N 5’ atgccagccaaacaagta 37
AfGroEL-R1 5’ tagggattctccagttcg 3
Af-phoB-N 5' ggacgaagacaaggtatc 37
Af-phoB-R1 5’ aagcggcgaatgtggacgt 37
Af-phoB-D1 5’ ttgtgaccaatccggaac 37
Af-phoR-N 5’ ctectgggegttgattceca 37
Af-phoR-R1 5’ aagtcctgacggacctgt 37
Af-phoR-D1 5’ gcgtttttatcgggtgga 37
Af-pstS1l-N 5’ tgaagatcaagggtgtgg 3’7

Af-pstS1-R1
Af-pstsl-D1
Af-pstSZ-N
Af-pstS2-R1
Af-pst$2-D1
Af-pstCl-N
Af-pstCl-R1
Af-pstCl-D1
Af-pstC2-N
Af-pstC2-R1
Af-pstC2-D1
Af-pstAl-N
Af-pstAl-R1
Af-pstAl-D1
Af-pstAZ2-N
Af-pstAZ2-R1
Af-pstAzZ-D1
Af-pstB-N
Af-pstB-R1
Af-pstB-D1
Af-phoU-N
Af-phoU-R1
Af-phoU-D1
Af-ppx-N
Af-ppx-R1
Af-ppx-R2
Af-per-N
Af-per-R1
Af-per-D1
Af-phnkF-N
Af-phnF-R1
Af-phnF-D1
Af-phnG-N
Af-phnG-R1

tgtacatatgcggcgacg 37
cgctggttcctgacagee 37
atgctgcatcgcttgaag 37
tattgctccatgcagggg 37
tgcgccacacttcattace 37
atggacgatacccgcegatg 37
atcgcggaaatazagggg 37
catgtacaagtcggcget 37
ttgatcgttacggctagett 3
tgatatgccagaaaacct 37
acggtggtagtgaacttt 3
atgaatacggccaggaac 37
ggtctcgcroactgattet 37
gctagtettgagecttgt 37
atggccagcaaggcagtt 37
aggaggatctgcagcgeta 37
catttgcgetttte 37
atggcagcatctggectgg 37
tcttgagggtggcgatgg 37
ctaatcccagcaagaagce 37
accacatatttcccageg 37
tgatctccaatacgctceg 37
catcttccattggacgaggt 3
ggtagcagaagaaatcgg 37
gcccteoggecaaggatacg 37
gaatggatcacgccggat 37
atgcttcagtgccgatge 37
agcaccaacccaacgact 3/
ggaagtttocagaagtgge 37
caccaaagtaccttacgc 37
cgggatcgaatttatctatgg
caacggtgatctatcctg 37
gaaattcgatgaagcgcc 37
tcatgaccgecatggtttc 37

r

r

3!
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Af-phnG-D1
Af-phnH-N
Af-phnH-R1
Af-phnHE-D1
Af-phnI-N
Af-phnI-R1
Af-phnI-DI1
Af-phnJ-N
Af-phnJ-R1
Af-phnJ-D1
Af-phnK-N
Af-phnK-R1
Af-phnK-D1
Af-phnL-N
Af-phnL-R1
Af-phnL-D1
Af-phnM-N
Af-phnM-R1
Af-phnM-D1
Af-phnN-N
Af-phnN-R1
Af-phnN-D1
Af-Hip-N
RioUpPhoB
Af-PhoB-RZ
phoBPE
ppkl7Nd
ppkl4Nd
ppkNH2
ppxld
ppxdr
ppx6r
16s-for
16S-rev
AfphnGEwl
AfphnGRvl
AfphnJFwl
AfphndRvl
Fwl-ppx
Revl-ppx
Fwl-ppk
Rvl-ppk
FwZ2-ppk
RvZ-ppk
Forl-pstSil
Revl-pstSl
Fwl-pstS2
Rvl-pstS2

cccgcgaaacgcagataa 37
tgatggcattggattgcec 3’
tcaggcctcecctctattte 37
tttbetctgcotgeegayg 37
atgtcctacgtggcagte 37
taagcgttgcgcacgagt 37
atctgaaactccegcact 37
ataatttcgcctatctcg 3’
gacctgcgccaaataget 37
atacctggcagccctgeg 37
gagttacagttccgttcc 3’
aatccagcaaacccgect 37
agacgggagtaaccgatc 37
atgaacctgctcgaagtg 37
gtttcgcctecctggatca 3
tcgcgctatcctcageat 37
atgacgcagggtttcage 37
ttttctegectgtgggecat 37
tctggaaggctggtcage 37
ctaacacgctcatactgg 3’
tgctttcgtggtaaageg 37
ctcagtttcggacgacca 3’
atgggcatccgatcgtce 3
tcgtccagctcaggccgcagg 37
tggccagataatcatccg 37
cccccaggtectggagtaccgcett
cgcggcggcgcaacaagcgaa 37
ttccagcagcagcggtacgegcet

ccatatgtctgaggtgecctgegecggaaaage3”’

gggcagcaccgaattgatc 3’
aggcaagcgtttacgctggg 3
ttggccecgegatcaattegg 37
tggtgcctaagcgtactgagtgt
ccgaagggcacttcecgeca 3
ggtctgggtgatcecct 3’
ctgetttatetgegttteg 3”7
actatcgccecctacacg 3’
gtcggtgaagtcgage 37
tttacctctgegaccyg 3¢
ccactcccaaagaac 3’
ttgacgaagccaataaca 3
cgtaaagggactctge 37
caggtgtctccgatca 37
ctgctecctgttgtagt 37
ctcaacaaagaccagce 37
cagaacgatggaccac 3
aagaaagaagtaacacgtag 3
gcatcactcatgtaggc 3’

3"

3'

3!
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Anexo 2

Cuantificacion de los niveles de transcrito relativos al rRNA 168 mediante PCR
en tiempo real.

La cuantificacion de los niveles de transcritos correspondientes a los genes
estudiados en esta tesis se utilizd con el método de determinacion de la abundancia
relativa de cada transcrito con respecto al rRNA 168. Luego de optimizar las reacciones
de PCR en tiempo real se construyeron las curvas de calibracion de acuerdo a lo
descrito en materiales y métodos. Al graficar el valor de Ct (ciclo en el cual la
amplificacion del DNA comienza a ser exponencial) versus el valor del logaritmo del
nimero de copias del DNA gendmico presente en cada tubo, se obtiene una recta con
pendiente negativa para cada gen. Como se muestra en la figura 24, se construycron las
curvas de calibraciéon para los genes psiSI, pstS2, ppk, ppx, pho84L, phnG, phnl, y
rRNAIGS.

Para cada muestra de RNA a medir, se sintetizé el cDNA correspondiente para
cada gen como templado. Para ello se utiliz6 el mismo partidor reverso que se utiliza en
la reaccién de PCR en tiempo real. Paralelamente sc sintetizé el cDNA del gen de
rRINA 16S con la misma muestra de RNA.

Luego de realizar las reacciones de PCR en tiempo real con cada templado de
cDNA vy las mismas condiciones de temperatura de hibridacion, concentracion de sales
y de partidores obtenemos un valor de Ct para cada muestra, mediante el cual podemos

inferir el nimero de copias de mRNA para cada gen estudiado y para el fRNA 165 en
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esas condiciones. Al dividir estos valores se obtiene el nimero de copias relativo a cada

condicién y se puede obtener la variacién en los niveles de transcrito para cada gen.
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Figura 24. Curvas de calibracion (izquierda) y de fusion (derecha) para los genes pstSI (A),
pstS2 (B), prk (C), ppx (D), pho84L (E), phnG (F), phnl (G), y rRNA16S (H).

En la tabla 12 se muestra la ecuacién obtenida para cada curva de calibracion y la
eficiencia de cada una de las reacciones. También se muestra un ¢jemplo del cilculo de

los niveles de induccién del gen psz§2 mostrado en la figura 13.
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Tabla 12. Curvas de calibracién obtenidas para cada gen mediante PCR en tiempo real.

Gen Ecuacion obtenida Eficiencia*

A pstSI X= (y-44,18)/-3,73 1.85
B pstS2 X=(y-46,87)/-3,85 1.82
C ppk X=(y-45,98)/-3,63 1.88
D ppx X=(y-46,37)/-3,63 1.88
E pho84L X=(y-50,82)/-3,98 1.78
F phnG X=(y-45,83)/-3,55 1.9

G phn X=(y-45,03)/-3,49 1.93
H 168 X=(y-40,72)/-3,98 1.78

*Pyra el cilenlo de la eficiencia (E) se ntilizo la funcion E= 10 s donde 5 es la pendiente de la recta obtenida
al graficar Ct v/ s log N° copias.

Ejemplo: Cilculo de los niveles de mRNA relativos del gen ps#52 de la figura 13.

Luego de la reaccién de PCR en tiempo real se obtuvieron siguientes valores de Ct:

Ct (-Pi) = 16,5

Ct (+Pi) = 24,7

Utilizando la curva de calibracion para psz§2 y reemplazando los valores de Ct en y, obtenemos
los valores de X

X= (y-46,87)/-3,85,

X(-Pi) =7,89

X (+Pi) = 5,75

Aplicando la funcién antiLog obtenemos el nimero de copias de cDNA para cada condicién.

N° Copias (-Pi) = 7,87 x 107

N° Copias (+Pi) = 5,69 x 10°
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De la misma manera para el cDNA de 168 se obtuvieron los siguientes valotres de Ct con una

dilucién 1/2500 del templado.

Ct (-Pi) = 16,96

Ct (+P)= 16,93

En este caso, la variacién de Ct no es significativa y se asumid que los niveles de tRNA 165
son los mismos. En los casos donde existe variacién en el nimero de copias de cada fRNA
16S se dividi6 el valor de Nimero de copias del cDNA correpondiente al gen de interés gen

pot el valor de copias del 16S.

Dividiendo el numero de copias del transcrito correspondiente al gen ps#§2 calculado en la
condicién de carencia de Pi versus el obtenido en presencia de Pi obtenemos el valor de

induccién de la expresion de este gen en carencia de Pi.

7,87 x 107/5,69 x 10° = 138 veces.
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Anexo 3

Tabla 13. Cuantificacion de los cambios de expresion de los genes del regulén Pho de A. ferrooxidans
mediante macroarreglos de DNA. Resultado del experimento de traspaso a medio sin Pi durante 24 h. Se
msiestra el nivel de anmento o disminucion de niveles de transcritos para los genes en la sitwacion de ausencia de

Pi comparado con las células crecidas con 22 mM Pi.

Imigenes .Int?(fisidad .l'lelatfva Variac?o'n de

ormalizada Intensidades

Gen M ogp PPM ooy op ov |oPvn2mMPi
phoB 0,002 20 0002 04 1,0
phoR 0,007 0,7 0,004 20 0,5
pstSI 0,016 02 0048 072 3,0
pstCI . 0060 02 0517 02 8,7
pstAl s 0162 00 1,120 03 6,9
pstB1 0,008 02 0009 09 1,0
phoU 0,011 06 0025 03 2,3
ppx | 0005 05 0009 04 1,7
pok 0,031 02 0076 0.1 2,4
pstS2 e 0237 01 4517 0, 19,1
pstC2 0,010 04 0066 0,1 6,7
pstA2 0,008 04 0019 03 24
pho84L .. 0167 01 0142 02 0.8
phnG 0,037 02 0053 02 14
phnH | 0,018 01 0016 02 0,9
phnl 0,011 09 0006 0,5 0,5
phnJ 0,022 01 0021 02 0.9
phnK 0,011 0,7 0010 04 0,9
phnL 0,024 02 0038 03 1,6
phnM 0,042 03 0051 0,1 1,2
hip 0013 09 0039 02 29
phnN 0,048 03 0065 0,1 14
phnF 0,025 0,1 0053 0, %1
dnak 23 o9 0908 01 2079 02 23
groFL . 0,184 01 0,100 02 0,5
rus 8 .. 10529 01 1,70 03 0,2

spiked 54 a8 0866 01 1201 072 -

103



