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RESUMEN

EI n'ricroorganismo quirnioütoautoir(ifico ¡liditl¡iob¡¡ilh¡ -finooxithns cs clc gran

importancia en i¿ biominería. Durante cl proceso de bioLixir-iaciirn cle mincralcs pucden

producirse dir-crsos tipos cie cstrós como cambios de pH r remper¿rura! adcrnás clc la

carencia de determi¡ados nutdcntes. Efl flucstro laboratorio hernos estuüaclo 1as

rcslruestas molecularcs globales áe .1..finoo:.-idanr frer-rte a1 cstrós ténnico, estrés dc pH r

Ia catcncia de foslato. Estc ultimo es un nutrienre escncial para todas las cólulas v p.r 1o

tanto, la falta de este compucsto puede afectar el proceso dc biolixiriación de mineralcs.

I a fucnte ptimaria dc fosfato para los microorganismt¡s es el pi, aunquc algunos son

capaces de utilizar rambrén éstercs de fcrsfato (compucstos que poscn un eniace clcl tipo

C-()-P) r fcrsfonat.r-s (cornpuestos que poseerl un enlacc C P bastantc incrte). Cuando

se crcce ,,1. finoos:irkns cn carencia de Pi, los cultir.os alcanzar una densidad cclular

menor, las células se 
'uelven 

rnás filamcfllosas r- disminur-en su capacidacl de oxidar ión

fcrroso. Como parte dc cstrr resfucstl se sintcdzar vlrias protcínas caractcristicas clc

este cstaclo. tlna dc ellas mosúó ser homóloga a la protcína pstS, quc et rl¡tl¡¿itJ:ti¡ ¡ti t

otras bacterias es Ia protcína penplasmátrca dc unión a loslato y cs parte dcl sisrenra

genótic. conc¡cido com. rcgulón Pho, que cs cmpleado p.r ios mjcrciorganismos para

tespondet ftcnte a la carencia cle Pi r, captar tr¿zas de este flutriente. ,\ partir clc la

secucncia aminc¡acídica clel extr emo ¿miro de esta proteína, aislada mediantc

clecttoforesis 2D, iniciamos la búsclucda del regulrin Ph. cn el genon-ra cle .,1.

Jemtoxidan;- Ia cual atr.jci la prese.cia dc 23 gcnes homórogos a comp.nentcs clel

tegulón Pho dc 1". ¡r/i v otras bactelias. Dentro de ellos sc destacan el sistema de dos

xr¡/



compoflentcs f/roP'/phaR, el sistcma de transporte espccífico de Pi pst) codificado por

los gcncs ptt.\'(.AB-¡ltoLt, una duplicación de partc clc cste sistema fotmada por los

gcnes fi.;/-\'2C2..12, r un operón f)l)n. Ln éste sc encuerirra complcto el grupo dc genes

ph,GHllKL.\I, codifica.tes para 1a C-P liasa, 1¿ cual cs la principal cnzima in\-oiuctacla

cn Ia degradación bacteriana dc los fostbnatos. E,sto sugiere que .,1. -lirrtaxiddz.r podria

utiljzar estos compuestos como fucntes alternatir-as de Pi.

,.1. .firroaxidan, así como algunos otros microorganismos es un acumulador clc

p.JiP, los cualcs s.n polímetos lincales de muchas decenas o ceflrenas dc residuos de

ortofosfato unidos por cnlaces fosfoanhídlidr¡ ricos cn energÍa, cluc pucden obscn'arse

frecucutemente como gránulos clcnsos a los elcc¡rones. l,a principal enzir¡-ra inr-<¡lucrada

er la biosíntcsis de poliP es la polifosfato quinasa (l']P§ que trarsficrc el fosforikr

terminal dc1 -\'l'P al poliP, mienrras quc la enzima exopolifcrsihtasa (pp\) es

rcsponsablc de su hrdrólisis. En E. tali 7os genes ¿r¿ l. lpl se cncuentran formando u¡

opctón, micntras quc en -1. -t'enna>:idans el gen ly'x se encucntra r:ío clebajo del operón

pt.\'(...18-pltol j, v es cotranscdto cofl estos gcncs, lo quc suglere que cfl esta b¿ctcria el

mctabciiismo del poliP podría estar concctado con la expresión del regulón pho.

i\Iedlantc ei discño v la constr-uccirin de un macroar.reglo dc 65 ¡¡eaes de ,.1.

.lirrooxitlu.r dentro de los cualcs se incluver.n ios 23 gc.cs de re¡Julrin pho hem.s

t¡'rcisttado clue est()s genes se cxpfesai \. que sus niveles clc transcritc¡ aumentafl efl

condiciones cle carcncia dc Pi. ,\lqunos de los d¿tos sc r.alid,.rron meclil¡te pCR en

tiempo real, lo que nos permitió comprobar quc de Ios dos gencs p.rt.\'. el pst\'2 es cl cluc

mLrcsfta un mayof aumento cn los nivcles de transcrito en carcnci:r de pi, sugiricncl0

quc csta bacteria posee traflspotaciorcs específicos de Pi r- que la cluplicacirin dcl gcn



lsd lc conferiía una ma\.ol capacidad de transpofie de Pi cuando existe carcncia dc

este ión. Irn el genonra dc -1. -finoa:ridatr r-ro existen transpormdores honrólogcis a Pit, el

sistcma de transporte de l)i dc ba]a afimclacl cle l:. ,nli. Se ha ercortrado Ia presencia de

un lrarco dc lectura homtikrgo al sistema dc üaflsporte de Pi Pho84 rl,c -lattlnrLmlte.;

rret,isirc, pcrteneciente a la supcrfarnilia de transportadorcs facilitadores, el cual es

actilo a ptsI ácido en lcr.aduras.

l-fl esta tcsis se ha demosrado que ..1. Jtnno.xilt J cs capz'z de crecer

sr¡stenidamcntc en cultir-os que contiencn \{ Pn o E-Pn corno fuenrcs úricas dc

fosfato. Nlcdiante ltT PCR, macroarregk;s de DN.\ v PCR en ticmpo rcal obsen-amos

que los genes f,4/r sofl co üanscritos r que csistc un aumento dc los nir-eles de transcritcr

clc cstos gcnes cuando la bactcria se crece en fosfr¡natos.

Cuando se traspasa u¡ cultir.o de A..firaaxidar: crccido en irin fcrroso al rnismo

medio sin Pi, los poliP disminuvcn a nir-eles mcnores al 10!.,i, iricial a ias 72 horas cle

crccimie¡to. lfediantc experimcntos de PCR en ticmpo real hemos mostrado quc los

ni\'cles dc tt¿nscrito para el gen Ppx aumentafl mas de 10 r-cccs a las 20 r. :10 h posr

traspaso al medio sin Pi. listo suglcre que erL A..firooidanr el metabolismo del polip

estaría ligado a la erprcsión del tcgulón Pho.

Cuando 1a bactcria crece con fcrsfonatos en lugar de pi nr¡ es capez dc acumular

poliP, 1o clue indica guc la degradación dc fosfonatos ro gel]cra un e\ccso de pi c¡rc

¡rern-rita a la l¡acteria acumular cste polímcro de rescn-a. Conchúmos c¡ue,t1. -firntxirluts

poscc un rcgulírn Pho, do,de Ia duplicación del gen lr ' r. la capacrclacl de degradar

ftrsfonatos le podtían co¡ fcrir a esta bacteria una ventaja en la ca¡rtación de trazas clc Pi

l en cl uso de fuentcs altemativas de Pi.



ABSTRACT

The chemr¡Lthottophic microorganism .,1¡idi¡biaktr.illu¡ -linoo:tidtn.; is of grcat

importancc in biomining opcrations. l)uring irioleachilg of orcs, microorgarisms are

subjected to selerai enrironmental stresscs such as pFI and temperatlrre changcs

bcsides thc lack of some nutrients. ln our laboratorv rve har-e studied thc global

molecular responscs of ,,1. .fan'ooxidazl to thermal and pFI stresses ald stan,adon of

some nutrients. Phosphate is an csseltial fluffieflt for all liring cclls, thcrcfore, the lack

of this cornpound mav affect the biolcaching of orcs. '1'he pnman phosph¿te sourcc

for the microorganisms is Pi, although some bactcria are also al¡lc ¡r¡ metabolize

phosphate estcrs (compour.rds that posscss a C-O-P bond) and phosphonatcs

(compounds that have a r.cn inert C-P bond). V'hen -,1. -lirtnoxtdan.r is grcxvn in the

al¡sence of Pi thc cultures rcach a knver ccllular densltr', thc cells becon-re notatrh'

filamcntous and chminish their abilin, to oxidize fcrrous iron. As part of this resprinse,

scr-cral chatactcristic proteins of üis state are svnthesizecl. Onc of thcsc proteins u.rs

hornologous to thc E. ,z// PstS protcin, rvhich in this microorganism and rlan1. other

bacteria is the pedplasmic phosphatc binding protcin and is erpresscd as part of thc

gcnctic system knorvn as Pho rcgulon, u,hich is uscd bl micrt,ort¿nrsrns .ls .l response

to the lack oÉ l)i lcrr scavcning traces of this nutrieflt. llased on rhis N-tcrminal

sequcnce, isolatcd fron-r 2D clectrophoresis rve searched for the Pho regulon gcncs ir.r

the ..1..fin'ooxirlttlr.i ge¡()mc sequeflce. \\¡c found the prescncc of 23 genes homologous

l)lro regukrn components c¡f f:. ,:t¡li arcl other bactcria. Within these gefles »c fc¡und thc

ñvo co1lrp()ncnt st-stcm pltoB/p/toR, the Pst tfaflsport sr-stem cncodcd bt- genes



PlL\'(-/lB fhaLt, a duplicaton of part of this svstem formcd br the gencs p:t.\'2C2..12,

aná drc phn opcron, 1n s,hich the genc clustet 7l» r{}1 IlJKL\I, rl.rat cocli{ies for rhc C p

lr,asc clzrme complcx is complete. f'his is thc mai¡ enz\.me ir.rvoh'cd in l¡acterial

phosphor.rate degradation. suggesting that ,1. .ftntoxiddz¡- could use rhese compounds as

altcrnatir-e Pi sourccs.

,.1..firtnoxidtns, as a fcs, othcr microorga¡isms, is a polvP accumulating organism.

Irolr-Ps atc linear polrmers of ser.eral tens or hundreds of orthophosphatc rcsiducs

linked bl' phosphoanhrddde bonds, süch are frequenth- obsen-ed as elecrrondcnsc

granules. -I'hc main erzvme inr-olvecl in polr,P biosvnthesis is thc poh,phosphatc kinase

(PP§, uüich catalizes the transfcr of the terminal phosphonl group of -\'I'P to poh.P,

rvhilc thc exopolvphosphatase (PPX) is responsiblc for polvP hvdrolr,sis, rcndcnng Pi.

Irt f--. ¡tli ppk ar,d l¿rr'gcnes are linked together and fo¡m an operon, s,hereas in ,,'1.

.fitroox-idtr.r the y'y'r gene is locatcd dorvnsrream of the p.rtSC.1ti7úa[: genes and vc

forind that in tl'ris microorganism is co transcribed with this gefles. slrggcsring that poliP

metabolism in thrs microorganism could bc connected rvith Pho regulon cxpression.

B\, means of the design and construcdon of a D\A m¿cr()a1.ra! containir.rg (r5

.4. .lin oaxidaus gencs including 23 Pho regulon gcrlcs we har-e shos,n that these gencs

ate cx¡rressecl and that their transcript ler.cls increased in Pi stan-a¡ion conclitions. Some

oF the data rvere r-alidated by rcal rme PCR erpctiments s l-lich shorved tl'rat ol'botll

rr.ilt gcnes that are exprcssed, ?rl5'2 gcnc is the r¡nc that shoÑ,s thc grea¡esr increasc in

its transcdption levcl in Pi sta¡,.arion, suggesting that /1. .finnoxidtzi has specific 1)r

traflsportcrs ¿ncl the lid gcne duplicalon rvc¡uld confcr a greater abili¡. for Pi

scavenging during Pi sra11-atiofl conclitir¡ns. T¡ thc ,1. rtrooxid,tn.; llenome \,c did nc¡t



find anr gene homologous to thc L:. ¡ti low affinin. phosphatc rrarsport sr.srem pit.

Instead rve discovered thc prcscflce of an open reading ftzrn're homologous to tht.

.\'ttttharLnlrc.r nreyi.¡iae Pt traÍrsport s\.stem Pho84, belonEng to the major lacilitator

supct famrll that has its optrmum l)i ttansport actlvih. at acid pFI i veast.

In this thcsis rve h¿vc shorvn that .1. _fcnaaxidan.; is ablc ¡o gros, in thc presencc

of trI Pn or Ii-Pn as thc uflique Pi sources. llv means of RT-p(lR, DN.\ macrr¡aravs

and re¿l timc PCR cxperimcnts rve shorved fh,'t ?h gefles arc co transcribed, ancl thcir

cxpression is incrcased rvhc:n l..rtmtoxidaa.; is gros..n in phosphonates.

Wl-ren a culture of ,1. -lirraaxidans gro*,-n in lcrrous i.n *,as shiftccl ro the samc

rncüum *'ithout Pi, poliP ler-els dccreased ro ten pcrceflt .f thc initial r aluc after 72 h

of grorvth in the abscnce of Pi. By using teai time PCI{, rve har.c sh.r..n that the

uanscription le'els of the p/iL gcne incrcases more than tcn times ar 20 and ;10 h after

thc shift. This inücates th¡l in .:t. ./irooxidazr', polyp metal¡olism coulcl bc linhecl to the

Pho regr-rlor.r expression.

1ü,,'l¡en the bacteúum was grown in phosphonate as the onh.pi s.urcc is n<¡t able

to accumulatc poIP, indicating that phosphoírate degraclatiol docs not ¡lcÍlerate 2rn

erccss of Pi that allo§,s the bac¡erium to accumulate poll p. \{,e conclude that ,,J.

fintoxidan.t posscsses a Pho regulur, in u.hich a p-r'l.f gene dupiicatior.r ancl the a|ilin, tr.,

dcgrade phosphonates rvould confer an adapdve advantase to this microorganism fc;r

scar-eng'ing Pi traces and to use altematir.e Pi sources.

x1a



Imadlc¡itin

l. Introducción.

Los procariontes han logrado adaptarse I' r.ivir cn 1as mas divers¿rs condicioncs

ambientales, irclusive en lugares del pleneta quc sc considerarían cc¡mo cxtrcmos pare

cl dcsarrollo dc 1as células vivas, talcs como las regiones ártica r- antártica, las fosas

hidrotermales prescntcs en los lr¡ndc¡s marinos v ios ambicntes geotermales. F,stos

microotganismos, en gcncral, se dcnominan coloquialmcntc de acuerdo a sr-r

"característica", por cjcmplo los prezríiilos resisten altas prcsiones, ios psicróf,krs son

capaces dc cÍecer en frío, a1 contrario de Ios termófikrs c hiperter:mófilos que cstán

adaptados a altas temperaruras, 1Os haltifik¡s son cepaces de rcsistir a las altas

concentraciones de sal v los acldófilos r.ivcn a pH ácidos. Durantc los últimos años sc

he dcsarrollado Lrna gran cantidad dc inr-csrigación para comprender los mecanismos

aclaptatir.os qlre posccn cstos mrcr, ,ur{¿nismr,s Fxrx r-irir cn sus diversos hábitats (Abc

l Florikoshi,2001).

1.1. Biolixiviación de minerales.

l,a bic¡Lxniación cs un proceso biogeocluí.r.rico clxrde participa una comunidad cle

microorg:rnismos, dcntro de los cualcs se encucntran algunos dc naruraleza

qujmioLitoautotfófica, los quc son capaccs dc obtener su cnergía r1e 1a oxid¿ción de

sustratos ir.rorgárricos como azulrc v sulfuros. La comunidacl está sor¡etida a cambios

brr,rscr¡s de tempcrarura, soluciones cxtremadamentc ácidas, prescncia dc mincrales

sulfuraci.s v ic¡nes de metales pcsados porcncielmenre tóxicos páre las célul¿s (Dopson



r col.,2003). En ta1 ambicnte, esta gran r.a¡icdacl dc microorganismos prolitcra l sr.rs

propicdades mctabólicas sc ritilizan con gran bcncficio para extfacr mctales cor¡o cr¡bre

v oro clcsrle los ninenlcs que los conticnen, 1o quc ha ller.ado a1 clesarollo dc ur.l

proceso biotecnológico conocido como bioLi\i\.iación o biomine¡ía (Hutchins v co).,

1986; Norris, 1998; Rauüngs, 2t)02). Estc proceso es dc sran importancia industrial no

s,-ilo en Chilc, sino cluc mundialmcnte, además de ser de bajo grado dc contaminación

ambicntal comparado con los métodos tradicionales de cxtracción dc mctales (Acer-cd.

r, cr¡1., 1993; (]entir-ra r, Acevcd., 1985; Raulings, 1997). Actualmcnte, la bioLirir.iacicin

c1c minerales se utiliza ampliamentc en faenas mineras gracias a quc pcrmite trabajur c.n

mineralcs dc baja 1er., cula explotación tradicional no es rcntable. En nucstro pÍs

aproximadamente el 5 %r del cobrc total sc recupere mcdiante estc proceso.

F.n gcncral, los aml¡icntes li>jr-iantes conticnen grandcs cantidades de suliurc>s

metálicos, los cluc son somctidc¡s continua i- sinultáncamente t2rnto a reaccic¡ncs cle

oxidación quÍnica como bacteriana. Como product. final dc la oxidación de est.s

compuestos azufrados, cn gran medida catalizada por ia acción fisi.iógica dc las

bacterias, se lil¡eran altas conccntracioncs de ioncs de metales pesad.s r. se genera ,na

gra¡ cantidad dc ácido suifúrico, cl clue disminr-rr,e c} pH de1 asua. Estc tcnómen. sc

con()cc como cl "drenaje áciclo dc mina" r- puede potencialnerlte prorocar gra\.cs

ptoblcmas dc contaminación, cspecial'rente en sitios r¡ineros abandonados fl.hnson r-

Hatlberg, 2tJ05).
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I)cntro clc la gran varicdad de microorganismos capaces dc dcsarollerse en el

ambicnte clondc ocure 1a brolixir-iación, existen bactedas tanto quimiolitorróficas como

hcterotróticas, arqucas, hongos, algas v algunos protozo()s (fohnson, 1998). Lina cle las

características más sol¡rcsalientes de los microorganisnos clue habitan csrc ambicnte es

su carácter acldófrLr, r.a quc e1 rango dc pH óptimo dc crecimiento dc óstos cs menor a

cuatro. -lciditlLial.,acilhts Vrrooxidans (cx Thiohadlh.r .fimtt xitlars) es considcr¿clo como uno

de los microorganismos más importantcs en el proceso de bir¡liriviacicin clc minerales

sulf¡-ir¿dos v es 1a bacteria más es¡-rdiada dentro de las que ¡rrrrcip;rn cn csre froccsu,

donde ha sido emplcada en 1a rccuperación dc oro, uranio r- cobre, siendo esrc último

mctal el más importafltc (()lson v co1., 2003; Rohrvcrder r-col.,20{13).

A. .f|:ntt xilau es una bactcria Gtam-ncgativa, acidófila, quimioLitotrótica r

autotrófictr, qlre es cepaz cle obtcncr energía tanto de Ia oxidación tanto del ión lcrroscr

comr¡ c1e compuestos inorgánicos dc azufre reducido. L.lna de las característjcas dc -,1.

-ftntrtxilan-r es prr:sentm crecimiento cn altas concentracir¡nes de iones mctálicos. Por

ejemplr, es capaz cle crccer en medios que conticnen 160 g/1 dc lre2 (Raulings r,

I{usano, 1994). Las altas concentraciones cle mctalcs en el ambicntc donrle se desarrolla

A..lttooxidali hacer.r posible pensar qlle 1a biodispooibilidad de fc,sfato se \.ea ?fechda

debrdo a la fbrmación dc precipitados, por ejemplo, con iór.r lérrico. Como

consecucncia de esto puede obscnarse una mcnor eficicncia en las then,.rs dc

bioLixir iacicin del¡ido a que la r.clocidad cle crecimicnto cellrlar \. la oxiclación tle salcs

ferrosas tlisminuven Guo\-inen, 1990).
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1.2. Metabolismo del fosfato en las bacterias.

Fll tosfhto es un compuesto esencial para todas las células clelriclo a qrre iomn parte

de ios áciclos nuclcicris l de los fosfofprclos, actúa como fuente de energía r,cs

transferjdo :r las proteínas para rcguiar su ñrnción. Bajo condicioncs naturales, el loslato

chsponible para un microorganismo deper.rde de la canticlacl que exista en el r¡redicr

ambiente asÍ con.ro de su biodisponib[idad, Ia que es dicrada por cl pH dcl medio, la

p.esencia cle metalcs pesados v otfos facto(es §\'anncr, 7996a). Esc/Lttic/Lia coli,;:,sí comr>

otras bactcrias, es capaz de utüzar tres clases de compucstos como fuentes prim2rias dc

fósfrrro: i) lcislatos inorgánicos, Jos que c'.ristcn cn 3 formas: or«rfirsfato (Pi),

piroioslato (PPi) v poliloslaros (poüP), ii) organofosfatos, cerrlcterizldos por 1a

plesencia dc ¡:n enlacc óster dei ripo (i ()-P l iii) fosionatos (Pn), qLre son compucst()s

qlle presentan un enlace (--P (l{ononor.a l Ncsmcvanova, 2002).

1.2.1. Transportc del fosfato.

F.¡ l:. co/i, cuando existe lrfl e,\ceso e\tracclular de ftisfc¡rr¡, ya sca como Pi o comir

compuestos iirsionlados, óstos ingrcsan al periplasma a trar-és de porinas gcncralcs de

mcmbrana e\tcrna, talcs como C)mp(i y OmpF. Los compucstos tbsforilados gencran

Pi meclia¡rte sr-r hidrrirllsis mediada por fosfatasas talcs como 1a loslatasa alcalina (PhoA)

v el fosfato total dc1 periplasma ingrcsa ai citoplasma a través dcl sistcma cle transporre

de tbsfato inorgánico Pit (phosphate inorganic transporter), quc sc cncuclltre en la

membtana citoplasmática. El sistcma Pit consta dc 2 proteínas, codif-icatlas por los

genes lz7,'l t !ifl3, ctra e\prcsia)n es consriruriva. Su mecanisr¡o clc transporte es

4
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dependicntc de la lucrza protón motriz r- ia prescncia cle cationes bivalcntcs cs csencial

para su actir.itlarl. Pit transporrr. cn simp, rrte ci ¡o un frotóri, complejos dc mctel-

iosfato (IfcHPC)"), 1os que son fleut()s \- solubles á pH 7. Pit ticne alta r.elocidad y b¿ja

afiniclad, cofl una I{m aparentc de 3E.2 ¡Lr\l para e1 tbsfato, quc ha sido mcdida cn

cé1r-rlas complctas v una r-elocidad máxima de 55 nmc>les de Pi ingrcsaclo por minuto

por r.r.riligrano de proteína (r-an Vccn, 1997).

1.2.2. El regulón Pho.

Frente a la carencia dc fóstoro los microorganismos posecn sistemas qenéticos

cu\:os productos lcs permitcn captar trazas de Pi dcsde el medio. F.n L'.. nli .¡.,ttras

L¡acterias existc un sistema conocido como el tegulin Pho, que cs un conjunto dc gcnes

quc aumenta coordinadar.nente su expresión más de cien rcces frente a la carcncia de

tirsfato (conccntracirin rnenrr de 4 ¡rx{ dc Pi para f:. crth), mientrzs clue su cxprcsión se

rcprime cuanclo lr¿L un exccso de estc compuesto sI,'anner, 1996a).

F,n E. coli sc han descrito 38 genes que conforman el rcgultin Pho. Estos sc

cncuentfan org;rnizaclos en ocho unidades trnnscripcionales, dcntro de las cualcs sc

destacan e1 gc:n phaE, c1 cual cc¡dii:ica párá una porina de membrana externa (phoE),

<1nc permitc el ingrcso de compuestos fosforilaclos a1 periplasma; e1 gen phrtl, que

coditica para r-rna tbsFatasa alcalina (?ho,\) no espccíf.ica que sc ubica en el pcriplasma,

cl operírn p.rt|C.4Rp/LaLl, que codifica para e1 sistema de transporte cspccít-ico para

ft¡sfato Pst (phcisphate spccific transport) (llakrno _r'col., 1988; van \/ccn, 1991) (Fig. l)

mas un'.r protcína auriliar, llamada PhoL, v el operón formado pot phoB /?baR, (1\tc



Iúrodutciín

coditica pata ei sister¡¿ de tlos componentes dr¡ndc l)hoR e-q cl scnsor r- I)1¡oB c}

rcgulador clc La respuesta fñ'anner l Chang, 1987). Además cristen dos operones ph4

relacicrnaclos con el metal¡oLismo cle L¡s fosfonatos (\\,'rnncr, 1994), cl .tpcrtJn t/.!0,

reiacionado con cl metal¡olismo clc ]os gliccrolcs loslato (Schu,eizer l l3oos, .1985),

adcmás de una Lrnidad transcripcional que coditlca pare ufla pr()tcina quc unc r\'l"P

§\'anner, 1996a).

I-os gencs dcl regulón Pho sc caracterizan por la presencia cn su rcgirin pr()mcltora

de un clcmento cle control llamado caia pho, la cu:.l corrcsponde a Lrna secuencia

consenso de l8 nuclcótidos (5'- CTGTCA1'A(,\/T),\(T/A)CTGTCA(CiT)-3),

ubicada aproximadamefltc dicz nuclcótidos tío ¿rriba de cacla posible teEór.r -10 de 1os

clistintos promotores dc estos operones. t-:; c 1t Pl)a es el sitio de unión dcl activador

transcdpcional PhoB en su cstado fcrstbrilado. Algumrs gcnes del regulón Pho de

[.. coli poseen mas dc una caja Pho en su regicin promorora, eristiendo dos para el ger.r

phoB .t trcs para el gen Titf (Kitrura r, col., 1989; \\'anncr, l9t)6a). La acd\,ación del

regult'rn Pho se inclucc por la carencia clc ibsfato. Se postula quc cl sistema Psr, en

coniunto con 1a proteína PhoU regularía la actir.tdad de fosforilacic'rn dc la protcína

PhoR, clue es cl sensor. PhoR cn su estado foslodlado dimcriza v adquiere la acttr.idad

PhoB qui-rasa, que fosfor:iJa a la proteina PhoB, que cn csta condicirin, ecti\-a la

transcripción dc los genes dcl rcgulón Pho (Flg 1).
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Otros fosfatos

,/t' \

,l-a-J

Figura 1. F,:qremd de la.¡ tias de enlrada itl lit.rl'alo en E. ra/i. Paru captar Joslitto d¿/ »¡¿dir¡ ¿¡f¿ b¿ct¿ria

trti/i7a la porixa de nertltrana extema Phol: (espatJiat para anionel).1 la.r fainds ge ntraks OnfC -y OrupF.

F.n el peiplasna, la.fo.fata:a ahalina p/to-A) degnda ntz$tuulo.r.forlbilados captados dd ttedio 
-1, ,qewa Pi.

[i/ Pi ¡r ane a P:t\', rytt /a ¡otdtc¿ al ¡i.rtuna (h h'ü't¡laúe P:1, úidda en /¿ ¡nt¡t¡hr¿na dtutplasntátim -1

.,h»atdo lor las proleha¡ l\r7, PÍB y l's/C, ttás rna profeina attxi/iar /laxtada ))hoLi, qte es w regtladar

ne.gafito nya.,Antiór du a c.rlá rztplefdr/cnfe e¡lablet-ild. L:.1 útt.tta Ptt trartfere la ¡ei¿¡l al s¿t¡ar Phok

Lsle v auto/'osl'r.ti/a 1, tran$iere ru grupo.foyafo a/ regldrior lranripciorul PhoB, el rual ¡e actita e induce la

ulretih del conjunlo de geue.r del rc.gtbn Pho, Se mtu¡l¡a el sirand Pi, (lu¿ ,Tptpatd? a tn si¡f¿t¡t¿ tle

/r¿a¡1,,1, .l l.yor, d,.tftit;,)n tt'tt ;/tt/it¿.

Act¡va la expresión de los
genes del regulon Pho.

Medio extracelular

Citoplasma



Inhnút¡dón

En prcsencia de un exceso de fosfato, Phc¡R facüta 1¿ destirsfollación de IlhoR

fosforilado -r. sc detiene la tanscripción de estos genes §\¡annct, 1996a).

La porina de mcmltrana externa, codificacla ¡ror el gen ?lt(,I:, es in.rportantc cn la

diftrsió¡r de ios aniones a trar'és de la membrana cxterna. lrstc¡s anioncs inclur.cn Pi,

organotbsfatos, po1iP, ácidos tc.icoicos, ácidos nuclcicos v orros. N{uchos de los

coinpuestos organofoslcrrilados no puedcn atra\:esar la mcmbrana citoplasmática, por

1o quc son hidrolizailos cn el pedplasma por losfatasas, clentro c1e las cualcs se

cncuentra una foslatasa alcalina no espccífica codit-icada por el gen plLr)A. En

condiciotres de carcncia de fosiato, el Pi presente en cl peripiasnra es incorporado al

citoplasma ptincipalmentc por el sistcma Pst (r, an Vccn, 1997), et cual prcsenta una eltz

afinidacl por fc¡stato una ), baja r-elocidad de incorporación dc cste anión, con una I{m

de 0.4 p\l v una velocidad máxima dc 15.9 nmolcs de Pi por minuto por miligramo dc

proteína. Flste sistema pcrtenece a 1a superfamilia de los ffansportadotes ABC v consta

de las proteíras Pst\ v PstC <1uc son integrales de mcmbrana r.ibrman p:rrrc dcl canal.

Pstts cs la rYI'Pasa (a veces ran.rbjén llamada petmcasa) r,PstS (también llamada phrs)

cs la proteína periplásmatica dc unión a Pi (Fig. 1). En E. rzl2, los gcnes de este sistcna

se encucntr2ln lbrmanclo partc de un opcr<in junto cor.r d gen phatl, c¡re codifica para

una proteína auxiliar §X'anner, 1996b). La erpresirin basal dc c:te o¡err',n es necesrrie

pata la regulaciírn del ri:gulón Pho. La proteína PstS se ha cristaLizaclo 1.su cstructura ha

sidc¡ resuelta a 1.7 ,\ mediante difracción de rayos X. Sc ha mostrado quc 1a unicin clel
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Pi cstá totahnentc dererminacla por cnlaces de hidrógeno con ochci aminoáciclos

Prcscntcs er su sitic¡ tle unión (l.uecke r (]Lriocho, 1990).

Existen dos trpos de controles deJ rcgulón Pho que no dcpcnclcn de la

concentración dc fosfato. F.stos cstán dados por: 1) la quinasa sensora Cre(i,

(anteriormentc llamada PhoXI), quc puede lbstbrilar a PhoB elaliino v co1., 19821) v 2)

cl r-netabolito acctil fcrsfato, que por ufla r'ía no conocida, tan.rbié. puedc acri\-ar a pholl

(Nfc(itean., 1996).

1.2.3. Metabolismo de los fosfonatos.

(lomo se mcncionír anteriormente, k¡s fosfonatos son compuestos qllc se

caracterizan por tener un enlace (l-P el cual es muY rcsistente a la hiclróljsis cnzimática,

1a tlescomposición térmica v otras degradaciones bioquímicas (Iernan y col., 1998).

La cxistencia de organofcrsfonatos se descubrió en los años 4[) c.n ]a síntesis del

ácido arninoetiLi¡sfónic.. Posteriormentc, se sintetizó una scrie de alquiltbslonatrs v

alquiliosior.ratos amino s,stituidos. r\ frncs clc k¡s ¿¡rios cincucnta se aisló cl primer

.rganotbsfonato clc origen biol¡l¡r¡ico, ei 2-am inoetiifosfonato (2 r\Ep), obtcniclo a

partir dc un hidrolizado de Lrn exúacto de étcr/etanol de protozoos clel rumen. Lucgo,

se demostrci qlre cste compuesto se encucrtra ampLiamentc distribuiclo en organisr.r.r.s

infcri.res, donde existe como un losionoJÍpido, con c1 2-,\Ep prcsellte cn lrLgar de su

análogo 2 etanr¡lanrina tosfato. Además dcl 2-AIlP, existcn muchiis c¡tros fostbnatos cle

ocurter.rcia narural talcs como lr¡s anribiriticos fosfonomicina (áciclo .1,2-cis

ep.xipropilibsfónico) aislad. de cultir.os dc .l rreprc,ttlre.r flar./z7r que inhibc la biosíntesis
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dc ácidc, UDP-N-acctilmrrámico, esencial para la formación dcl peptidoghcano, cl

biaiaibs (I- al¿nil-L alanil fosfinotricina), que lnhibc ala etzima 1a glutamina sintetasa r.

ci alafoslalin (ácido L alanil-1. 1 aminoetilfcrsiónico), quc también inhjbe la síntcsis del

pcptidoglicano (Tcrnan v col., 1998).

t\isten también foslonatos de odgen sintótico, cuvo dcsarrollo se ha ller-ado a cabo

clurantc los últimos (r0 años. Principalmente se utiLizan como herbicidas ,,' aditivos de

dctergentcs. .{ nivcl comcrcial, el más importante cs el herbicida glitbsato §
losfonor¡etil gLicina), que bloquca Ia víe dcl ácido shikímico para la l>iosíntesis dc

aminoácidos aromáticos cn las piantas. Se han desarrollaclo plantas transgénicas

resistcfltes a güfcrsato, las que junto con este último son comercializadas por ia cmpresa

Ifonsanto, La crcciente abundancia de fosfonatos en el medio ambientc se ha

conr-ertidc¡ cn un problema clc contaminació. debid. al carácter t<jxico de muchc¡s de

ellos v a la naturaleza incrtc del enl¿cc C P.

Fln ambientes naturales, 1a capacidad cie clegtadar ti)sfonatos cs propia solamentc dc

microorganismos, principalmcnte de las tracterias Gram-negatir.as, algunas bactcrias

Gram positir-as, así como también algur.ras ler,aduras y hongos (I{ononova i.

Ncsmelanova, 2002). l-a amplia distribución tle los foslonatos en la natu¡aleza los

cc¡nr-icrte en valiosas fuentes dc fóstbro para sostener el crecimicr.rto bacteriano I en

algun.s amtrientes .Ligotrófic.s con bajos nireles de otros li¡sfatos k¡s fc¡slonatos

pr()reeIl una lracción si¡yrificatrva del fósforo necesario para cl crecimiento cclular. por

lo tanto los microorganismos quc tengan capacidacics degtadatir.as de fc,si.natos tienen

l0
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una importaltc r.entaja aclnptatir,.a trentc a otfos quc no la posecr, cor.no se ha

rcportado pare el caso de los diazótroios r¡rarinos cle1 géncro I'ric/:odev¡tinu (Dlhr-an v

col.,2i)06).

La ruptura del enlace C-P es rcaLizacla por r.arias enzimas prcscntcs en clistintos

tipos de microorganismos, tales como e1 cornplcjo de la C,P Liasa, la fosfonat¿rsa,

fosfc¡n.acetet. hidroiasa r. la fostirnopiru¡,-ato hidrolasa (lirnonora r, Nesrncvanor-a,

2002). )-as últimas tres cnzimas anteriormentc mencionadas sólo f,ncionan con ciertos

fosfcinatos, micntras quc la C-P üas¿ cs ia más importante cn la ciegradacirin dcbiclo a

que cs capez de romper una amplia gama cle fostbnatos e structuralmente difercntcs. La

acti\¡idad C P liasa en F.. coli \. \,erias ()tras bactcrias sók¡ se ha obscn-adr¡ en cólulas

petmcabilizadas l n, se ha logrado medir nunca e1t cxtracros libres de cllas §\,ackett r-

col., 1987a; Yakor.lcva r. col., 1998; Ternan r, Quinn, 1998). La dcgradacirin dc

alquilirsfonatos mecliantc la C-P liasa gencra Pi más el corrcspontlientc hiclrocarbum.

(-nandr E. ru/i degra.da metilfosf.nato se iorma mctano en proporciiin 1:1 con el

fóstbro inracelular formado dcl alcluilfcrsfonato y dependicndo de la naturalcza rle estc

írkimo pueclen liberarse etarlo, propano, butano, pcntano v hexano flernan r. co1.,

1998).

Et L. co/i' sc 1¡an identir]cado lc>s gencs responsables de 1a dcgraclacicin cle los

firsfbnatos gracias a cstuclios de mutación, mapeo v cl.namientr. se rcs lra rlamado

gcres |/Ln (llctcaif r- col., 1 990; \\rarner, 1992) v se ha dem.strado q,c Ja base gcnética

para la utilización de l.s tbsfonatos cstá codificada cn un operón de catorce gencs,

71.
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clcnominedos pI:zCDEICHIII.J,\II'OP cuva expresión cs contoiada por un solr,,

pron.Iotor enconrrado río arriba dc1 gcn phnC. Estos genes confrrrman una cle las

unidadcs transcripcionales más largas t1c E. oli, ). se ha descrito que su patrón de

cxpresión lorma parte del regulón Pho §\'ackctt v col., 1987b), F-l análisis genético

postcriot ha establccido que pL C, pbtD t phnl: son los constitlrventes de uÍl

transportadot dc alqurlfbsfonatos cn el cual pltnD scría una proteína periplásmica,

mientras cyrle plstC y phrll serítn ¡rroteínas dc mcml¡rana. Los siete productos génicos

codificados por 1os gencs f,4zCHIIl l-t\,|tbrman parte de1 complejo dc la C-P liasa, cur.a

ubicación sul¡celular cs de meml¡rana, micntras qlre los producros de p/:zN v ltltnP xt

son requcriclos pare la catálisis v podrían ser protcínas accesorias :r esre conrplejo. La

protcína Phnf.r- podría tener actiridaLl r\TPasa, mientras quc 1as proteínas codificadas

por los gcnes phnF t phnO no son ncccsarias pafa 1a catálisis v potlrían tener una

fur.tción regulatoria (I(ononor.a 1 r- esmcvanor.a, 2002).

La amplia capaciiJacl de degradación cle fosfonatc¡s mcdiante Ia C P Liasa 1-re ller-aclo

Ins inr..estigacioncs sobre la dcpyadación de losfonatos a i) Ia búsqucda dc otros

microorganismos quc posean cstos genes, ii) 1a desctipción dc 1as capacidadcs

degradatilas de cstos últjmc¡s v iii) 1a reaüzacirin de estudios acerca de ia evolucirin dc

estas vías degradatir-as en 1os genomas microbianos (Huang l col., 20t)-5).

lluchas dc las bacterias cn 1as que sc han establecic'lo capacidades para clcgraclar

fc¡slonatc¡s r¡c.li¿nte la (l P liasa son Gram negativas, conociénclose a 1a fccha srilo trcs

reprcsentantcs de bacterias Gram-positivas. Estudjos rccientes sugjercn quc cstil
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capacidad degradatir.a existe en un amplio cspt:ctr() de l¡acterjas cu¡,os genomas no han

sido sccuenciatlos a la lecha. En los genomas bactcrianos secuenci¿dos al año 2{X)5 sc

Ira mostrado quc cxistcn gcncs homólogos al ciuster phn sólo en trcs gcnomas de

bacterias Grarn posirivas. También cxisten homólogos en cuatr() clc los catorce

genomas completos de r-proteobacteria \, en ()ncc clc 1os cuarenta v tres genomas dc 1i,

proteobactcria. No sc iclentificaron genes homólogos clcnto dc las e-proteobacterias.

Pcrr otrc¡ laclo los géneros Na.rlar, Tl:icltodu,rinm, Cltkroflextc:. Orctnrtl.¡a¿il/lt son Ias

irnicas taxa fucra de las proteobacterias en las cuales se ha encontrado un cluster de

gctes pbn (I Iuang i col.,2005).

1.2.4. Metabolismo de los poliP.

I-r>s poliP inorgánicos son polímeros lineales de residuos de ortofoslaro unidos por

er.tlaccs fosfoanhídrido cuva hidrólisis libera alta energía (Fig. 2). Pueden ser obtenidos

itt t'iht e alttts tempcraturas a partir de Pi. Se encuentran cn todos los scrcs r-ir-os t- sc ha

postulado que son una de las mactomoléculas más antiguas e importantes en la

cvr¡lucitln prebiótica (Iiornberg r coi., 1999). En algunos microorganismos, cuando se

acumulan cn e\ceso, son capaccs de formar gránulos densos al paso c1e los electroles

/Krl. er r Ñulak, 'r'.kar'". 2trtr, ' .

(-)

-()*P -o-I
(J

Figuta 2. Polilisfato iutrgítio. El ular dt' n t tt lo¡ udet¡.¡ »¡ás l,ttgas et de t¡¡tio¡ ierttt¡ ¿t¡ la¡ b¡¡/tti¡.¡.

fr r.^
I:t iti
lP () lP f)-rl
C) l(-)-
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En E. ¡t,li la polilosfao quinasa o politosfato ADP icrsfotransferasa (?PI{) es 1a

prircipal enzima responsal¡le dc la síntcsis dc poliP a partir dc r\TP. C.zrzlizz la

trarlsferencix rer.ersible dcl gmpo losforilo 1 dc1 ATP al poliP (Ahn ¡ I(ornberg, 1990).

La PPli es un homo tetr¿imcro dc subunidades de 80 kDa codificadas por el gen pll:

(.Ali1'ama 1. co1., 1992).

No c¡bstante, 1'.r prescncia de poliP de cadena corta en Lrn mutanteTl7,é de El. ¡oli

sugiere quc cn este microorganismo eistirían ()tras enzimas involucradas cn 1¿r síntcsis

cleJ pcrLP (liornbcrg i col., 1999). La PPI{ de 8,. ¡oli prcsenta otras :rctilidades

cnzimáticas, talcs comr¡ nuclcósido difc¡sfato quirasa, Ja cual cataliza la reacción de

fi¡sfc¡rilación de GDP v otros flucleósidos djloslaro para formar nucleósidc¡s trifoslaro

(iiurocla r, I{r¡rnberg, 1997). También, genera guanosinas tetrafosfaro, a partir de

pirofosfato v GDP (I{ornberg y col., 19!)9).

La principal enzima rcsponsable dc l¿ clegradación dci poLiP en L,,. coli es Ia

cxopoiifirslatasa ("PX). trs un homodÍmero de subunidades de 58 kDa, coclificado por

el gcn llx (AHvama r, co]., 1993). En E. coli _1, l.ihia chohrd¿ sc ha obsen-ado que los

genes ll,á \ ¿ór sc encuentrafl formando partc de un operón (()ga§.a v co1., 2000),

mientras que en Pserdononas attt¿inu:a se encuclltmn junros pcro organlzatlos cn forma

conv.rgcnte (Zago _t co1., 19()t)).

Sc ha postulado que c1 poliP actúa como sustitu\.entc dc1 ATP en reaccic¡nes dc

protcíflas rlulnasas (l{ornbcrg v col., 1999; I{ulaev r. liulakovskava, 2000). Tarnbién es

un:r rese11-a cle Pi, clcbido a quc el poliP puede ser conr-ertjdo a Pi por la acción de

14
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polifosfatasas como la PPX, kr quc ascgura Lrna mantcnción de niveles estables dc cstc

itin (l{ornberg l col., 1999); su alta densid¿d dc cargas negativas r. la flexibilidad de su

enlacc lo contierte en urr l¡ue¡r agente clrrelante de iones metálicos bivalcntcs talcs comr-r

i\In2-, X{g2-, Ca' , AF-, kr quc sc traduce en su pafticipación en mecaflismos celuiares

c1e clesintr¡xicacicin (l{easling, 1!!r). Tambión colabora en la mantención clel pH

intracclular a} presentar acción tampón contra el á1cali (I{ornbcrg r, co1., 1999). F,risten

otras funcloncs dcl potil? como por cjcmpkr particrpar cn Ja regulación de la expresión

de cicrtcrs genes tale s colrro QoS, factor sigma dc fasc cstacionaria (Shiba _r' col., 1 997) r'

de los gcnes SC)S, sistema gkrtral tle respuesta ante distintos tipos dc cstrós (Tsutsumi r-

col.,2000)- Se ha obscn-ado una asociación tuncir¡nal dc la RNA polimerasa clc 8,. n/i

ctx.r poiiP (I{usano r. IshJhama, 1997). Otra función consistc en la i¡rmacirin de

complejos junto con el poLihidroxibutirato v Ca2-. Sc ha dcmostradr¡ it tilru que estos

complejos tbrman canalcs dc calcio no proteicos que son actir.ados por el r.oltaje (Das l

col., 1997). Se ¡-riensa que in tir.,a estos cen¿rles contr()larían la entracla r1e caicic-r pare

r.nantencr la hor¡eostasis v e|itar posiblcs rcspuestas fisiológicas dcrir.adas del aumento

dc la concenración citoplasmática de este icin. Sc ha propuesto que esros complcjos

estarían inr-olucrados cn el transportc dc,\l)\ a la célula fR.cusch, 2l)l)0).

Sc ha tlemostrado que la muteci(in dcl gen róró,t cle microorganismos patógenos tales

como 1). defl/.gt1zs¿i afectn su rnotilidad flagilar, la quc es dependiente dc 1a cxprcsicin clc

zla.f (nashicl v Iiornbcrg,2000; Rashicl r, coI-,200rJ). Los murantes l.tj.tk de :-r'rilrtia

!ot10t'/vd. t N. zteningtlidi: creccn menos r-ig, 'rr)¡31¡s¡1¡. <1uc ias células mrrmalcs v
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lrrLlcstran un'¿ mavor sensibiüdad al suero hunrano (Tinslei r Gotschlich, 1995). Uno dc

los mecanismos propucstos para expliczr 1o anterir¡r consiste en que la PPI{ puedc estar

involucrada en la regulación clcl nir.el de nucleósidc,s trilosfato v clcoxinucletjsidos

tritbsfato dcbldo a su capacidad dc rcgcnerar nucleótidos trifosfato (L,uroda r,

I{ornberg, 19!)7). Otras evidcncias aplrntan a que ia PI?1{ pucdc jnflucnciar la

cstabilidad c1c los n.rRNA dcbiclo a que forma partc dcl clcgradosoma de L:. coli,

compleio dc varias protcínas que está relacionado con lx degrldación de r\RNm, en el

cuaL su lunclón consisdría en milntefler un microambiente apropiado rcmoviendo el

poliP inhibitorio ademlLs de los nucleósidos difosfato, debido a que n.iediante su

actiljded rcversa permite 1a regencración de ATP (Blum \, col., 1997).

F-n bactcrias patógenas, la PPI{ es altamcnrc consen'ada, ol¡sen ánt]ose en un

alineanie¡to clc sccuencies aminoacíclicas la prcsencia de 2 rcgiones cle alta idcntidad,

llamaclas A r. B. Se h..r postulado que estas podrían ser un posible irlancr> para

antibióticos de amp o espccrro (Tzcng v l{ornbcrg, 1998).

El poliP sc ha encr¡ntrado cn un ampLi() rango de organismos pcrtenecientcs a los 3

d'minios dc Ios sercs 
'ivos, 

lo que ha pcrmiti<lo sugcrir un imp.rtante papcl cr..lutivr.

Fll estudio de las reaccioncs bioquimicas "iiisiles" ha mt¡strado quc las glucoquinásas .le

ciert¿s bactcrias ticflcn ma\-or actir.tdad al utilizar po]iP como sustfato en vez cic r\Tp.

]--.n otros pr.cariontes t-ilogcnéticamcnte más "jor-enes", la acti'iclad dc cstas cnzimas es

más alta con ATP, mientras que las dc euc¿ri.ntes infcri'res utilizan solamenre.,\-Ip

(l<uiae' v l{u1a1io'skava,2000). se 1ra p.stulado que el ro} energético de los p.iip ha
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ido decrecicndo a Io largo de la evolución y las funciones regulatorias aParecerían como

predominantcs en los eucariontes ffulaev y l{ulakovskaia, 2000).

Un proceso de gran importancia ecológica consiste en la remoción de Ios iones

metáLicos. Algunas bacterias utilizan la hidróüsis del poliP para desintoxicarse de

metales pesados que han entrado a la célula. Se ha sugerido que el poliP presentc en la

supcrficie celular seria importante en Ia quelación de cationes en la superficie de las

células (I(easüng y col., 2000). La relació¡ existente entre el poliP y la resistencia a

metales permite plantcat la idea de utilizar microorganismos con el metabolismo de

poliP genéticamcnte mejorado para biorremediar aguas contaminadas con metales

pesados. Se ha enconttado que una cepz d.e Pseudomoaar que contiene un plasmidio que

expresa la PPK acumula gtandes cantidades de poliP. Cuando este mictoorganismo,

con poüP, fue expuesto a uranilo en un medio con carencia de fosfato hubo una

rcmoción de este ión de1 medio, a1 patecet, fotmando precipitados con fosfato fuera de

las células (l(easling y col., 2000).

1.3. Metaboüsmo del fosfato en Aciditltíobacillus ferrooxidans.

F,n nuestto laboratorio sc ha estudiado la tcspuesta de A. feroaxidans a la carcncia de

fosfato. Se ha demostrado que al cultivar ,4 . fermoxidans er un medio sin fosfato por 2

trasPasos, por un lado, se reduce el crecimiento celular y el metaboLismo endógeno,

mienras quc, por otro 1ado, aumentan los niveles de expresión de 25 proteínas, que

podrían fotmar parte de un sistema de captación de fosfato similar al de bacterias

heterotróficas (Seeget yJerez, 1993), Lz secuencia N-termlnal de una de ellas prcsentó
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similitud con la sccuencia N-tcnninal cle 1a prorcína PstS de F;. ¡¿ll. ,\l buscar en la

secncncia clel gcnor.lla d.e -A. ferooxtdallJ eflc()fltramos dos gcncs psl!', los cuales

denominamos Ps¡.\'I y Psf-12 dc acucrdc¡ a su ni\.el c1e identidad con la llstS de 8.. coli.

También cncontramos gcncs homó1ogos 
^ 

phlll ?hzR, ?Í.1, psA, pstB, pstC, pl.nL:,

(componcntcs dcl regulon Pho) i. los gcncs pl,É -), lP¡ posibles responsablcs dcl

metabc¡lismo deJ poliP en csta bacteria (\¡era r.col.,2l-103) (Iabla 1).

La mcnor disminución del ctecimicntr¡ en el primer traspaso dcsde un lncdio cor.l

firstito hacia crtro sin losfato podda ocurrir potque A. j,nooxitlaus estaría aprolechando

tcscn-as cle losfato (Seeger v Jercz, 1993). F.studios de microscopia clcctrrinica clc

transmisión han mostrado quc ..1. .iemtoxidaz¡¡ acumula gránulos densos al haz de

clcctrones al scr crccido en un mcdio con fosfato. Estos desaparecen en Ios silluicntcs

trxspílsos a medios sin ti¡sfato. F,studir¡s de anáLisis de dispcr:sión dc la fluorcsccncia cle

r-avos X (trD,\X, "Energl Dispcsir.e Analvsis of X-rar- fluoresence"), han mostaclo quc

estos gránulos electrodensos están constituidos p()r tllstbro y oxígeno, 1o quc sugicrc

quc sc trat¿ dc poliP (Alvarcz v co1., 2tX)1).

La otganización gcnótrca de1 opcrrin donde se eflcucntra eJ gen prf! / de -.'1.

-ftnr.,ot:irlan.s es mur simllar a la de il- /j (?n.lCAIl phal il, salr-o por 1a presencia clel gen

11r', cl clral sc cflcuentril ubicado río abalo dc pbotl. F,¡ E. cali, krs genes lrk \' ??.\ se

encucntran fc¡rmando un opcrón, mientras qLlc en ,/1. .fintoxiclan: no se encuentrafl

juntos (Frg. 3). Esto nos sugiere que la sintesis r. la degraclaciirn de poliP mediantc la

PPX podrían ser dos procesos dcsacoplncicrs v ¡egulados de una mancr¿r difcrcnte en
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A. -fanootidanl En csta bacteria, Ia sintcsis podría ocurrir en condlciones cle presencia dc

Pi (debido a que hemos obscnado prcsencia de gtánulos de poIP en estas

concliciones), micntras clue la degradación medtada por le cxopoLifoslatasa r¡curiría en

carencia dc Pi, donde sc cstaría expresando e1 gen ,ópr como pafte cle un posible

regulón Pho, ['era v col., 2003).

'l'ah/a l. Co»pdratión entre afqna.r ú /a.t frole/m-r del regr/fu Pho de F., co/i run l¿.¡ d¿ A.,len.ooxila¡t¡.

;;;- P.." M"l:::3 *",-. ,,,"," - 
*l,i.,r-1.,t

-. (KDa) (,,")
I i;i;:^,i,;,' ""- 

E att' 1. t, rr,'trtda4' t:. ',,t1-
PhoB 27,8 26,4 6,6 5,,+ 19
PhoR 49,7
PstS I 36,2
PstS2 38,4
PstC 36,6
PstC2 34,4
PstA 30,5
PstA2 32,3

9,3
34,1 7

8,8
1) 1 1¡¿-

9.6 37
8.3 50

35
5 q 55

36
9,9 55

35
6,1 69
5,1 44

49,6
37

5,4
9,4

9,4
5,8Ps¡B 32.2 29

PhoU 26.4 27,4 5

_ PPX 53,4 58,1 7 6.7 31

+ F,. u/i posu .ro/r, trn !e/r ?75:, prlc.), ?i/A.

Lln análisis L¡ic¡informírtico dc las protcínas PstSl I' PstS2 dc ,,l. .fitoaxidun: mucsttz

c¡re la PstSl ¡iene consen.ados sictc de Los ocho aminoácidc¡s rrecesarios para t-ormar

puentcs de hiclrcigeno con el losfato, mientras quc la proteína PstS2 tiene consen-adc¡s

scis cle los rcsitluos v sustituidos la fenilalanina 11 por lcucina v l¿ treoflina 1.11 por

ácido aspártico §era v col.,2003). Este cambio pucdc efectar alguna dc 1as propiedades

de transportc dcl fostato, que se cncuentra completamenrc determinado por cnlaces de

l'riclrógeno (I-uecke r, Quiocho, 1990).
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A
--------t/ ilrl$e

pstCl pstAl pstB phoU

Figura 3, Oryaniiaciótt gutétia de /0.¡ ttarca.¡ d¿ hctura ahierttt¡ de ,Lfuru114u q/k rt)n"Í?au¿t t ,t / t

g:nes ottó/ogts a ln de/ rcgtltu Plto d¿ E -A!i. (A) Oryatilación fu /ot genu de/ reglin Pbo de F.. di. (B)

O,p.tui^'atnn ,.r;rh lt 4 ). ll rn,,',id¿u. Lt,: u/nr.n¡ tlt /,¡tura cott tttt lti¡lto tl,,r reDrtí ld /¿ DayLL

o\a,ri¡t,in', tu 0/ .ran,s,¡, ¿n,1,¿¡ h,nci¿s.

Para algunas bactetias es c1e vital imp()rtenciá poseet capacidades altcrnatir-as c1c

obtención cle Pi. Debido a que la expresión dc la C P üasa forrna parte del regvlóa Plto

cn E. co5 iniciamos la búsqucda dc ios gcnes 7/:z en el genoma de A. Jinaoxidans. Se

encc¡ntró un posiblc opertln dc gcncs cu)¡os marcos de iectura, al ser analizados

mediante el proggama BLASTp, mostraron scr homrilogos a los genes pl:z descritos en
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algunes proteobacterias (Iabla 2). Los genes se encucntran

ElenonrlL, lon¡rardo un posiblc operón dc 9,1 [ib. Se analizó

este opcrtin l se compraró con cl operón p/n F, atli (lig. 4).

Tabla 2 Glru pfo en e/peuo»ta fu -1. llryletIfttu¡.

físicemente juntos en cl

1a posible cstuctura .le

Gen Meior hit de Blast Identidad Sirnilitud
(%) (%)

plto6lL

plLnJ ;

plLnG

fbnH
phnl

Ph,,J

pLxK

pltnL

¡tlLrM

pb nlx'

Transportador general dc sustratos

,\'Iethano.r¡ii l/un hnngd tei lF -1

PhnF B tt rk bo lde ia pt ut dant a /ki 11 1 l)l t

Phn(J llh o d (e rax .fi ri rc dtrcett s T 118

PhrH Ntiiobitol etli (lIN 42

Phnl Aadipltilinn nfpt/ulr lF -5

Phnl AcidipLtilil»t ctlpfun lF-5
Ph¡li P s e ño tm n d.i .t / /1 Í <r i
PhnL 5inarliTobitnt truIhni 1021

PhtNI Ps¿rdrmonLls stt/Í< i
PhnN N.todoba¡er¿k: lutlti tu H"1C,C2654

57

52

58

54

70

8.+

i3

i2

62

-54

36

33

38

41

59

6u

61

55

44

38
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E. coli

A. ferrooxidans

phnL' phnD phnL' ¡tltnF phn{i phnli phnl phnJ ¡.thnK lthnL phnM ¡thnN phnO ¡thnF

phnG phnH phnl \hn.l phuK phttL phnM hip phnN phnl''

Figura 4. ( .onparacit)n de la ,rlntdrra Re clita dct k¡ oberoqc¡ fubl de b. raü t, ,/ poibh al'crz d? 4

Lrllxd¿l¡ .ft tle§au en rojo la ntrcemación de la¡ ¡iele genu que ftrnarían el coruplfa de la C-P liasa.

1.4. Hipótesis de ttabaio.

A. Jernoxidals posee un regulón Pho, cuy-os genes se inducirían en condiciones de

carencia de fosfato. E1 metabol.ismo de poliP se telaciona con 1a expresión de este

sistema debido a la ubicación de| gen ppx río abajo del sistemapr¿ A. feroaxidans posee

genes phn que ie conferirian la capacidad de degradar fosfonatos y utilizarlos como

ftientes únicas de fosfato pata el crecimiento.

1.5. Obietivo geoeral.

Caro"cterizar el rc,qu1ór.r Pho de .1. firan:cid,¿¿¡: a nir.ci genético l funcional.
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1.5,1. Obietivos especlficos.

- Determinar si los genes dcl reguión Pho sc expresan v si su expresión se

cncucntra regulada por 1a cantidad de Pi presente cn el medio dc culti¡..o.

- Cuantifrcar krs nir.eles dc expresi<in de los gcncs ¡.rt-!'1 r pst.l2, responsable s clc la

unicln de Pi cr.r ei peripJasma.

f)eterminar st A. .firroo.ridatts es capaz de crece¡ cn losfonatos como tuo.ltcs

únicas de Pi r,estal¡lcccr si existc un aumeflto de el nivel de exprcsicin de 1os

gcncs plsn cn estas condicioflcs.

- F,studiar la relación entrc cl metal¡oLismo de poLiP 1 la exprcsión de los gencs del

regulón Pho cn ,1. rl:rrnrtxidut.r.
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2. Materiales y Métodos.

2.1. Cepas y condiciones de cultivo.

Se utiLizó la ccpa -\TCC 232 t-0 d,e .21. .firooxidor.r,la cual se crecjó en sendos ncclios

cc¡n ic'¡n fcrroso o tiosultáto como fuentc cic cncrgía,v Pi, mctil fcrsfcrnatc, (NI Pn), etil-

fcrsfonato (E-Pn) como fuentes cle fosfato.

Para cl crecimiento en icin fcroso 1as células se cultivaron a 30"C, con agitación

rot2rt()ria (150 rpm) en un medio a pH 1,5 quc contenía @/l): FeSO+ x 7 H:O, 33,3;

X{gSO+ r 7 H:O, 0,4; §H+):SO+, 0,1; r' I{H:IrC)+ x 3 H:(), 0,04, lo quc gcncra unir

cc¡ncentración dc Pi de 0,17 mNI en cl cultir-o. (luando se hicieron er¡erimentos c.o

rncclio de carencia dc Pi, se prepari el mcdio aflteriormente descrito sin agregar 1a sal dc

fr¡slato. l-os criltir-c¡s en tiosuilato se rcalizaron en el medio DSIIZ 71 con 1os

siguientes componcntes Q/I-): i{HzPO+, 3; N{gSO+ x 7 i1:C), 0,5; (I'JH¡):SO+, 3 r'CaCl:

x 2H:(),0,25. La concenttacicin dc fosfato de este medir¡ dc cukivo cs 22 nrXI v el pH

final cs cle 4,6. El medio limrtado dc Pi se preparo con la misma sal c1e fosfato a una

conccntración fina1 de 0,22 mlI. 1,1,1 medio sin Pi se preparo con 1c¡s mismc¡s

comp()ncntes descritos anteriormentc ]. ()mitiendo 1a sal de lc¡sfato.

E1 crccimiento en tirsfonatos se ller-ci a cabo en 1os mcdic¡s con ión ierroso o

tiosultato antcriormente dcscritos como fucntes de energía. l,,n ami¡r¡s casos, 1a sal cle

fosfato sc reemplazó por \I-Pn o F. Pn a una concentracirjn final de 1 mtrL Las cun as

24



llateiafus.y t\lítodos

de crecimiento se corlstfuyeron por conteo del número de células en :una cámara

Petroff-Hausset.

2.2.T éc¡icas de biologla molecular.

2.2.1. Exttacción del DNA

P¿ra 1a extracción del l)N,\ de ,1. .firruo.xilan¡ sc utilizó el protocokr para bacterias

(iram-ncgativas clel kit \\'izard@ Gcnomic f)NA Puritlca¡ion kit firornega). Iistc

r.r¡ismo sc basa en un paso de lisis celular seguido dc una cligestrón enzimática dcl RN,{,

cor.t posterior preciprtación clel DNr\ genómico con isopropanol l solubiLización cn

agua. Para ia extracción, las células pro\.enientcs cle 100 mL dc cuitir-o crecido en ión

ferroso c¡ tiosulfato se colectaron por centrifugación (7500 x g durantc 10 min). Cuando

los cuitir-os se crccieron en ión teroso, e1 pcllet se lar'ó una vez con 1 r¡L cle solución

de H:S()+, pli 1,75 I'dos vcces con 1 mL cle una solución de cirato dc sodio 10 mNI.

Este paso tiene por objetrr-o Lmptar las cólulas l eLiminar cl cxceso de lrel quc prcsenta

c1 cultir,o. Posteiormente, e1 protocolo sc uriLizó sin modificacione-s.

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

desde geles de agarosa.

Pata Ia extracción de las bandas de DNA desde los geles de agarosa se utilizaron los

kits Ultra free-DA@ (l4illipote), §Tizard@ PCR Pteps DNA Purification System

(Ptomega), y E.Z.N.A@ gel exüaction kit, (Omega BioTek). El primero consiste en una

columna a Ia cual se le adosa un nebuJizador que urjliza lz ruptuta del gel para exraer el
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DNA clesde la agarosa. Ál ccntrifugar Ia columna, la fLterza, centrítuga rompc Ia

estructura del gel y concluce la agarosa a través dc un orificio pequeño en el

nebulizador, que rocía lc¡ rcsultante del ge1 en el filtro, donde se reticne la muesr¡a <le

Dl.xA, la cual se recupcra al eluir con agua iuego cle un par dc lavaclc¡s con isopropanol

al U0 l/,,. Los clos últimos métodos se basan cn la escisión de la banda dcsdc cl gci dc

agaros,l con bisturí 1'funcLido de la agarosa a 6-5"C cn presencia de una resina cluc unc c1

DN,\. I-a rcsifla se apLica a una minj columna dc silicato que rctienc 1c¡s áciclos

nuclcicos v lucgo de dos lavados con isopropanol, el DNA sc cluve con agu?r mediante

centrifugación.

2.2.3. Cta¡filtcaci ón del DNA.

l,a cuanti f.l cacitin del D¡.-A gcnómico se realizri micliendo la al¡sorbancia a 260 nm

(,\:n,,) de una diluci(rn 1:50 dc la solución de DNA obtenida. Una unidad de ¡\:r,,r

corrcsponde a 50 pg/ml de DNA en 1a solución. l-a ptrcza sc comprobrir mecliantc la

relación ,\:r,0,/A:i,r (Sambrook ¡ Russel1, 2()t)1). Los product()s de PCR purificadiis sc

cuantificaron estimativalrrentc por comparación risual cc¡n estándares dc cc¡ncentración

conociLla en gclcs de agarosa.

2.2,4. Electrofo(esis de1 DNA en geles de aEarosa.

Para ¡..isualizar la calidad r el tam¿ñ(i del DNA c«rmosomal o c1e los lragmcntos dc

PCR sc utilizaror.r gelcs de agarosa al 1910 en amortiguador TA]-l 0,5\ (20 mI{ Tris-

acctato pH 8,0; 0,5 mll EDTA). l.as mucstras se mczcla¡on cofl amortiguador de carga

6x ()'25 9'i, azul dc bromofenol,40 -ol, sacarosa). La trnción sc rcalizó dur¿rntc 10 rrin
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con una solucirin de bromuro de etdio de concentración 0,2 ¡Lg/mI- en amordguador

Tr\F. 0,5X. J-as bancias se r.isualizaron por la iluorcscencia cmitida al irradia¡ con iuz

ultravioleta de 320 nm.

2,2.5. Partidotcs y reacciones de PCR.

Todos los partidores se diseñarc¡n a partir de la secucncia drsponrbJe de1 genoma de

A. ;ftrooxidan I\TCC 23270 \,se compraron a 1a emprcsa Si(l\iA-PROI -lGC)

(lvr¡l-. p! i1g:.gt:1!). En e1 ancxo 1 se detellan todos los oligonuclcciticlos Lrtiliz!1dos en

csta tesis. Sc utiLzc'¡ 1a enzima 7 ar7 DNA poJimcrasz (Prornega) r'se siguicron 1as

cspecii'icaciones del fabricante. Cada reacción cle PCR sc rcalizó en uri \-olumcn t-inal dc

reacción de 5t) ¡rI- r'sc utilizaron 40 ng de DNA gcnómico,30 pmoles dc cacla particlor,

0,1 mlt dNTPs, 5 %, DIISO, ,t 1L clc 'I'atl D\A polimerasa. P:rra la amplificación se

u¡lizó cl siguientc progr¿ma: 3 min a 95"C, seguido de 25 a 35 ciclos de 30 s a 95.C,30

s a 55-ó2"C (ile acuerdo a 1as parejas de partidores utilizados), 0,5- 1,5 rnin a:2,,(l ( cle

acuerdo al tamario csperado de Jos fiagmcnros e ampLificar), para lindszar con un peso

de3mina72"C.

2.2.6. PCR en tiempo real.

Para las reaccioncs cle PCR cn tien'rpo rcai sc utilizó el sistcma Lig}rt (ivclcr (Roche).

Todos los partidorcs quc sc utilizaton cn las reacciones de PCR en tiet-rpo rcal se

cliseñurt¡n con cl programa I-ight Ct.clcr Probe Dcsign 1.0 (R.ciche). Las reaccioncs dc:

P(lR sc hicieton cn capilares dc r.id¡io crn un volumcn f-lnal dc 20 pl,. Se ritiLizó 1 ¡LL

de una dilución 1/20 dc1 cDNr\ correspondientc, 0,5 ¡_rNt final cle cada partidor r- 1 ¡rL
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clc "n-rastcr mix" de acuc¡do a las instruccir¡ncs clcl pror.eedor dcl kit DN,\ Iiast Start

D\,\ SYRR Green I (Rochc). El partidor ro.crso utilizado cn las ampliticaciones ¡ror

PCR en tien.rpo real fuc e1 mismo cpre se utilizó para sintctizar el cDNA. para cada

pareia dc partidorcs se optimizó 1a tcmpcratnra de ampLificación r- sc obtur.o un

producto arnplificado único, cl cual se distinguió mediante su Tm l se verificó sn

tamaño mecliantc electrolorcsis en gcl dc agarosa.

Lucgo de 1a optimización dc las condicioncs de ampLificación se cc¡nstru\cron las

cun.as dc calibración a partir de diluciones seriadas de l)NA gencimicr ¡ de .1.

finnrtxilam cwo rango lue desde 10 ng a 1 pg. ,\1 graficar el r-alor cle Ct, cicl, cn cl cual

1a amplificación comicnza a scr exponcncial, r'ersus el logaritmo cle La conccntración dc

DN,\ obtcnenros una recta con pendicnte negatir.a, medianrc 1a cual p.dcmos calc,lnr

el núr¡er. de c.pias en relecirin con un cL)Nr ampli[cad. baj,r estas *isr.as

condiciones.

2.2.7. Secuenciación del DNA.

La secuc,ciacicin cle 1c¡s ftagmcntos de DNA sc realizó utilizando cl krt imol@

DNA crcle scquencirg (Promega), que cstá basado cn el método de tcrminación con

cliricsr¡rinucleótid.s. Para la rcacción dc marcación dc1 partidor sc siguió cl protocolo

descrit. p.r el pr.r.eed,r v se utilizó ATP "¡:tp sF.r.,"). La mezcla se incubci por 1-5

min a 37o(1, v por 5 rnin a 65o(.. Parz la reaccitin de sccuenciacir'rn se uúLiz(; una

r-a¡iacirin del protocolo indicado por e1 ptor.eedot. Se sccuenciri un irag¡rcnto de pCR

prcviamentc purificado en ge1 de agarosa como templaclo. Sc utiLizarc¡n
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aptr rxitnaclancntc -50 ng de l)NA templado en cada rcacción . La mczcla dc rcacción sc

¿rmó en un volumen final de 17 pl- con 2,-5 ¡rL de partidor marcado,6,5 uL dc D\-\

templedo 1,5 ¡r"L de DNTSO al 100luo, -5 pL de amottiguador 5X de secuenciacrt'rn r' 1,5

¡rl- c1e Taq I)NA polimcrasa (15 Ll). Sc despachaton 4,2 ¡rL a cada tubo qr"re va contenía

2 ¡rl- de la mezcl;r corresponclientc dc didesoxintrcleótidos. Fl programa dc

secuenciación const¿ de una desnaturacicin inicial de 3 min a 95oC scguido por 20 ciclos

de 30 s a 95'C,30 s a 52'(l r'1 min a 12"C, pzra co¡cluir con ll)cicLr,\ de -l[) ¡ a ri5oC l

1 mrn a ?0"C. Al termin¿r la leacción, a cada uno de los tubos se le agregaron 3 pl, dc

"stop solution" (10 mNI l.-aOH, 95'/n formamida, f1,05%r azul de bromofcnol, 0,050..i,

ilcn cianol) r. sc dcsnaturaron en c1 tcrmociclador a 95oC durante 10 min para lucgo

ponerlos inmediatamcntc en hielo. Se apLicaron 3 ¡rL de cada reacción en e1 otden ,\, (.,

(1, T cn cada uno de los pocillos del ge1, el cual se armó en dos pasos. Pata scllar le

partc infcrior sc prcparó una solución que contenía ('¡ ml- dc DNA scqucncing Gcl-Ntix

6 'fo USll corp.) clue contiene acrilarnida ¡l 5,,- r'i' p/r-, bisacrilamicia 0,3 9i, p/r', lJrca

42 a1,' p/: r' H:O 51 a/,, p/r, al cual se Ie agregaron 75 pL de persulfato de anonio al 1[]

9/o 1'30 ¡rl. tlc TENIED. Para hacer e1 ge1 de secuenciación se tom2rron 35 r.rl- de Gel-

ffix 6 %, a ios que se 1e agrcgri 3-50 ¡LL dc .\PS al 10 % v 9 ¡rl. dc TFIN{FID.

Las clcctroiirresis se corrientn x unr corden[c const.rntc dc 0.22 m,\ \: tr una

potcncia Línite de 50 \X'. Sc rcalizaron corriLlas cortas de 1.5 h. Al termina¡ cacla corricla,

el gel sc colocó sc¡l¡re papel \\'hatman No3 (r\clvantcc f{FSf8,l) r'sc sccri con vacío r.

calor durante 3 h para luego exponerlo en ufl casscttc dc pl-rosphorimager I{ Screen
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(I{odak) por 24 h, e1 que posteriormente se escaneó en un phos¡rhorimager (Nloleculat

lmagcr IrX s1.stem, Bio-ltad) a una resolución dc 5t) ¡rm/pixcl para obtener imágcncs en

formato TIFF. ll.l análisis de Ias inrágenes obtenidas posterior a1 cscaneaclo se reaLizri

cr¡n el softr,".are (]uantin, One 1.0 (l3io-Rad).

2.3.Técnicas con RNA.

2.3.1. Extracción del RNA total de A, ferrooxidans.

F,l RN,\ totzl de A. ¡lerooxido¡¡¡ ATCC 23270 se extrajo clurante Ia lasc cxponcncill

temprana clc crccimiento (de acuerdo a Ia situación de presencia o carencia de Pr v la

tucntc de energía el nirmcro de células varía entre 0,5 - 2 x 108 células/ml), salvc¡ en las

situaciones que sc indican cn la sección cle resultados. Se modificó el protocolo de

e\tracción con fenol caliente (Guiliani r, col., 191)7). Las céluias sc colectaron por

centrilugación a 5500 : g por 1t) min a temperatura ambiente r se lar.aron dos leces

con sc¡lucicin cle il:SO,r, pH 1,7. Para la obtención del R]lir\ sc tomeron fraccioncs dc

10 n.rg (peso húmedo) dc pcllet cie células v se resuspendicron cn 300 pL dc solución clc

Lisis (acetato cle sodio tJ,02 lf pFI 5,5; SDS,0,5 %,; F,DTA, 1 mNI). A cada una de las

resuspcnsiones se le agrcgó 6i)t) ¡L cie fenol saturado ácido prccalentaclo a 65 "C r esta

mczcla se incubó dura¡tc 7 min a 65"C con agrtación por inversión cada .15 s. Luego cle

centrifugar por ,1 min a 12700 \ g, 1a iase acuosa se re-exrajo nuer.ame¡re con el

misrno volumen de fcnol áciclo por 7 min a ó5"C. l,uego se realjzó una extracció¡r con

600 uI- de fenol ácido/clorofbrmo e tempcrntura aml¡iente v rlos extracciones con 600
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¡-rl. de cloroicrrmo, centrifugando durante 4 nirr a 12700 r s entre cada uno tlc krs

pasos anteriomentc dcscriros. El IL\A se precipitci con 1/ 10 cle volur¡en de acetato cle

sodio 3 II pH 5,2 i 2 a 3 ¡,.olúmencs dc ctanol absoluto a 20 .C durantc toda la nc¡chc

o altern¿tivamcntc a 80 .C por 2 h. Luego de la prccipitación, cl RN,\ sc tccupcró

por ccntrifugaciófl a 12700 x g durante 30 min a 4 "C, se lar-ó 2 r.eces con etanc¡l al 70'l/u

r. sc resuspendió cn 100 ¡rL de agua libre de nucleasas. Para eLiminar los restos de DNA

Presefltcs cn la preparación, cl R\A se trató pr-rr 30 min ¿ 30 "C con 30 Ll de D\Asa t

FPLC pure (Amersham) cn un ¡'olur¡en final cle 200 uL cn presencia de 6 mlf XIgCI:.

l-a enzim:r sc inactir'ó con la adicicin dc EDTA a una concefltraclón final de l0 mll v

una postcrior incubacitin por 15 r.nin a 65 "C. Luego de la digestir'rn dcl DNA, el RNA

se extrajo Lrna \rez con,l00 pL cle ienol/clorotormo ácjdo v clos r-cccs con.l[](J uL clc

cloroiormo. Luego se precipitó con acetato de sodir¡ 3 l.I pH 5,2 clc la forma

:Lntcriormente dcscrita. Después de dos lar.edos con etanol al 7lJl./o este se l:esuspendió

en 40 ¡rL cle agua librc dc nucleasas. l-li estaclo flsico sc obscn.ci mcdiantc clcctroforcsis

en geles dc agafosa al 1%r. Para tleterminar la conccntración del RNA se midió la A:r.ir

cle una dilución 1/500 r. sc utilizó le relaci(in I OL)zcir - ,10 pg RNA/rnL. La purcza dc

éste sc csrimó por 1a razcir.r c1e Ias absorbancras a 2(10/280 nm.

2.3.2. T nnscripción inversa.

Para cada una de las rcaccioncs de transcripcitin inr.crsa se utilizaron entre 0,2 v 5

¡tg dc RNA total y entre 20 a 30 pmolcs de1 partrdor reverso rcspcctir-o. En un primcr

paso se juntó c1 RNA con cl paridor en un lolur¡en ¡o tná\¡or a 10 ¡rL v esta mezcla se

31



,t\1 aferia hs ;,:\'l ! lo do.r

incubó a 65"C por 5 min, para luego poncr inmcdiatamente en hielo e incubar durante

2 min. Este paso tiene por obietivo permitir la desnaturación cle las posibles esÍuctures

sccund'.rrias dcl RNA I' iaciLitar el acceso dc1 pzutidor a su zona dc hjbridación. Luego sc

agrcgó la mezcla de reacción clue contiene en conccntración {inal: amortiguador }I\IL\'

lX, dNT'Ps 0,8 m\I v 200 U cle transcriptasa irrr crsa (RT) NIIII-\¡ (Promega). La

síntesis dcl cDliA se realizó durante t h e 42"C. y al terminar la reaccirin la cnzim¿ se

desnaturó al incubar por 10 min a 65"C.

2.3.3. Experimento de exteflsión del patidor.

Para cltfinir el sitio de inicio de 1a transcripción del gen pl:oB se realizó un

experimcnto de e¡tensión clcl parúdor. Estc consiste en sintetizar cDN.,\ marcaclo

radiactir.¿mentc con el uso de un partidor quc hibrida cntrc 10(l 150 pb río al,ajo del

posible sitio de inicio de Ia transcripcirin. En paralclo, c()n cstc mismo pnrddor sc

secuenci:r un fragmento de D\I qlrc contcnga este zona. I-uego de correr los

ptocluctos dc ambas reaccioncs cn un gc1 de secuenciación de DNA, la lectura de la

secuencia nr¡s indica el (los) sitio(s) clc inicio c1e Ia transcripción cuandc¡ coincidcn 1a(s)

banda(s) proveniente(s) de ia reacción de extcnsión dcl parriclor con las de ia reacción

clc secuencia.

Se Lrtilizó cl partidor phoBPE. La rcacción de marcación se reaLizri cn un r-olumcn

de 1 0 ¡rL con 25 pmoles de parúdor, 1¡rL de 1IP ATP r. 10 L dc la enzima T4

poJinuclcótido cluinasa §el F,nglar.rd tsiolabs). Lz mczcla sc incubó a 37"C por 15 min

r se inactivó por: 5 min a 65"C. L¡ rcaccicin de extensión del parridor sc realizri con 5
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¡,LL del partidor marcado l i0 ¡,tg de RNA total de y'. 
Jimtoxidan.r extraído a partit dc un

cultir,o en dt¡sulfato ctecido en cc¡ndiciones cle carencir de Pi. F,l volumen de esta

mezcla fuc dc 10 ¡I- v sc incubó durante 5 min a ó5oC para poner inmediatamente

clcsptrés en hiclo. Postcriormente, se agrcgaron 5 ¡-rl- de 10 mll dNTPs, 1 ¡rL clc

inhibidor de dbonucleasa RNAsin!! (Promega), 3 ¡LL dc H2O libre de nucleasas, I pL

cle la cnzima ImProm Ii RT (Promega) v 5 ¡rL de ámordguador para ésta. La rcacción

se incubc'r a 42oC por t h v la cnzima se inactir'ó por 10 m1n a 65"C. FinaJmente, se

egrcgaron 5 ¡rL de Dl.-A "stop solution" (10 mNf NaOI.I,95%, formamida,0,05% azut

dc bromolcnol, 0,05'fo xllcn cianol). E1 producro de esta rcacción se guardó a -20'C

para su ¡rosterior corrida en un ge1 de secuenciación dc DNA.

2.4. Construcción de un miniarreglo de genes d,e A. fettooxidans.

2.4.1. Diseño de los oligonucleótidos.

La pritnerir ctapa en la construcción del mtniarcgkr de genes cle :'1. .ftnnoxitlan.; |:ttcla

sclccción clc los genes i cl diseño cle los partidorcs para ampliiicar los lragmentos de

PCR que finalmente se imprimieron en lzs membranas. El discño dc los partidotes se

realizó c¡trt e1 programa \\,'cb Primer (h rtp: / ,/ sc<].t,ca:tge ¡rome.c¡¡gt cgi hÍn,/r.,.ch

prir¡e¡), a partir de las sccuencias de los ()RFs seleccionaclos clcl genoma tie ,J.

.furrtoxidttns r\T(-C 23270 (rl¡¡r.. tigJ.org). Sc scleccionaron 1os partidorcs cuyos valores

dc Tm estulicron en cl rango de entrc 58 a (¡2"C v que produjcran procluctos de

ampLificación dc cntre 550 600 pares de bases (pb) desdc el inicio cle cacla gcr-r. l.ln c1
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caso quc los C)Rlrs fueron dc mcnor tamaño, se diseñaron partidore s para emplit-icar 1os

completamcnte. 'f odos los tiagmentos se ampLificaron con Jos partidorcs N i R1 dcl

gen respcctir.o.

2.4.2. Amplificación por PCR.

Las condiciones de ampJiiicaciór.r v de reampliiicación ñrcron similares para toclos

los gcrrcs v consistieron en una dcsnaturación inicial dc 3 min a 9-5oC scg'uidos por 3[)

ciclos dc 30 s a 94"C,3t) s a (50 5.1"(-), 1 min a 72"C seguiclo por 3 nir a 72"C. l-uego

de una primera purificación cn gc1 los liagmentos se reamplificaron para elimirrar la

presencia de DN,\ genómico e imprimir ftegmentos de una marrrr purcza. Para esto se

hizo una clilución 1/51) dcl primcr producto de PCR clue se utilizci como temlll:rdo en Ia

segunda reaccit'rn. I-uego de 1a scgunda purificación, los ptoductos de PCll se dilur-eri¡n

a una conccntfacic'rn frnal de lJ,5 ng/pl cn DXISO al 40%.

2.4.3. hnpresión dc las membranas.

Los lragnrentos dc P(.R anteriormente purificados se coiocaron en una plecá dc

F.l-tSr\ v se sembraron manualmentc con cl copiador de colr¡nias \¡P 381 [r&P

scientific) sol¡re las meml¡ranas de nr'lon Inmobilon-NY+ (Ifillipore). Cada frasmento

cle D\A fue impreso cn cuadruplicarlo \, tfcs \-cccs por mancha, con 1o <¡ue sc

in.rprimieron 1,5 ng de DNr\ tinalcs por cada mancha.

I-uego de la imprcsión rle los fragmcntos, las membranas se secaron al airc, v sc

tr¿tarofl con la solución de clesnzturalización §aOH 0,5 11, Na(_1 1,5 Nl) por r min.

Después de cstc tratamicrrto, las mcmbranes se incubaron dos veces con agitacirin por
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3 n.rir.r con la soluciór de ncutralizacicin (Tris-HCL 0.-5 II pH 8, \iaC1 1.5 \'I, trDTA 1

mtrI) r' luego se secar()n al aire. Finalmente, el DNA se ent¡ecruzri a l¿ mcmbr¿rla

mcdiantc irracliación con luz U\¡ (254 nm) a una potcncia total dc 0,12 J/cml cn l,n

hotno dc hibriclación Llibrilinker HL-200 (UVP Labc¡ratc¡n' Products).

Los cl)N As marcat'los radiactjr amente se gelreraron por incorporacjón de a-rlP

dCTP medlante transcripción rer.ersa del R\r\ rc¡tal. Para ello se utilizó una mezcla que

contení¿ un oligonuclccitido rer.erso para catla ORF. Como control cxtctno para

postcriormente nc¡rmalizar los r,alores dc cada mcml¡rana a cacla reacció1.) de marcación

sc lc agregó el RNr\ transcrito in útro dcl gcn exp 1 de Prutts p¿ilva, (gentilmente cedidi.i

por 1a Dra. \'erónica Czml':,tazo del Lal¡oratorio dc Bioinlormática I F,xpresicín Génica

dcl INTA, Univcrsidacl de Chile). La mezcla de reacción contcnía 410 ¡rg dc RNr\

total, 1,5 ng de RNA dc up-l ,10 pmoles cle cada uno dc 1os oligonucJeótirlos reversos

específicos, (r{)0 ¡rlf cle Ia mezcla dc dNTPs sin dC't"P, 3,5 mNf }IgC12; 50 ¡rCi de r-::p

dCTP C,JE\), 40 Ll dcl inhibidor de ribonucleasas RNAsin@ (?romega), r 2 ¡-rl. de la

trxnscriptasa inr-etsa In-rProm IlrNr RT'(Promega) en un r.c¡lumcn hnal de 50 ¡r1,. I-a

rcacción se incubó por 2 h a 42 "C. A la hora de reacción se ágrcgaron nuer:amente 2

¡rl. de la enzima. Luego Ia enzima se inacti\-(i durante 10 min a (r-5 "C r. el RN,\ se

tlegtacló por tratamiento con Na()H 0,2 Nf por 15 min a 37 "C. Postcriormcnte, e1 pFI

se ncutralizó con amortiguador tIL,PF.S 0,2-5 Xi final). I-as sonclas racliactir.as se

purificaror-r con 1as ct¡lumnas cle cromatografía cle cenrifugación llicrospir.rrNl S-200
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(,,\mcrsham Bioscier.rces). La cantidad dc radiactir.idacl incorporacla (er.r cpn.r/¡-Ll) se

miclió contanclo 1 pLL de la sorida plldircada en un contador dc ccntcllco.

2.4,4. Hibtidación y lavado de las membtanas.

Para cada sonda sintetizada se hibriclaron dos membranas. Estas fucrc¡n

prcliamcntc humeclecidas en amortiguacior SSPE 2X (SSPE 10X: NaCl, 1,8 NI; fosfato

dc sodio, 1tl0 ml.{ pH ?,7; EDT,{., 10 mN'[) durante 5 min a tempcratura anrbientc v

postcriormente pre-hibnclaclas en 7,5 mL de solucirin dc hibndación (SSITJ--, 5X; SDS,

2rllo; soiución dc Dcndhardt's, 1X; DNA de esperma cle salmón, 100 ¡Le/rnl-) a 65 "C

por 2 h. La hibndacicin se reaLizci con 5 mL de Ia solución cle hibridacion fresca

prccalcntacla a (¡5"C. a la cual se Ie a.qregó la soncla dc cDNr\ dcsnaturada previamentc

en agua hin-ienclo por 5 n-rin. Se colocó un¿r canticlad entre 1,5-2,5 x 10ó cpm/ml dc

solución clc hibriclación. I-as membranas se incubaron con agitaciiir.t rot¿toria a 65oC

durante toda 1a nochc.

Luego de finaljzada la hib¡idación se recuperó Ia sonda v cada lar-adc¡ se reaLizó con

2.i r.rl- de sr¡lución cle lavaclo (SSPE, [),5X; SDS, 0,2!./o). Se hicieron 2 lalaclos ccitr

agitación por 5 min a temperatura ambiente seguidos por 2 lavados de 20 min cada uno

con agitacirin a 65 "C.

2.4.5. Obtención de las imágenes.

Las membranas hibridadas se envolvieton en papel celofán y se expusieton en una

pantalla K-Screen (I{odak) por tiempos vatiables de enffe 1. a 2 dtas, la qu;e

posteriormente se escaneó en un Phosphorlmager (Xdolecular Imager FX system, Bio-
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Rad) a una rcsolución de 50 pm/pixcl para obrcncr irnágenes en fo¡mato TIFF. Ilt

anáIisis de 1as imágencs obtcnidas con c1 cscancado sc rcaLizcj con cl softu'are Quantin-

Onc 1.0 @nr Rad) r' la cuanúficación de ias señales de las manchas sc rcaLizó con e1

soitu'arc \/crsr\rrar- 1.0 @ioRad) gentilmente lacilitadc¡ por la Dra. \'crrinica Car¡biazc¡

dcl Laboratorio dc Rioinformática I'erpresión génica del I\TA, Un¡'ersidad de C1¡ile.

Para ello se construto una gd11a clc cuantificación utilizando el r.nétodo de búrsqueda

autor.nátic¿r de grillas del programa, al cual posteriornente se Ie;rsign:rron 1os nombres

de los gencs correspondientcs para cada cuadrupJicado de manchas. Se cuantificaton los

parámetros de intcnsidad cruda (IC), intcnsidacl dcl ruido (IFX), inrensidad neta (IN) v

desviación cstándar del ruiclo. Las tablas obtenidas se transformarol a fonnato Excei

para su anáIisis posterior.

2.4.6, Normalizaciórr y tlatamiento de los datos dc intcnsidad dc 1os

macroarreglos de DNA.

l-as intensidadcs netas (I\), corrcsponclientes a la intcnsidad cmda promedio tle la

scñal (1C) mcnos cl vak¡r de sti tbnclo local promedio (IFX), obteniclas para cacla

manch¿ sc rrormalizaron por la intensidad neta promedio dc las 8 manchas dc r.rl 1

prescfltcs en cada membrana! gen quc fuc utilizado como control dc marcajc 1- dc:

hrbndacit'rn, obteniendc¡ la intcnsidad neta relatir-a (INR). l-as lNR de tr¡des las répLicas

para cada mancha en cada condición sc promecliaron obteniendc, la intcr.lsiciad neta

rclatir.-a promedio (INRX). Para cada condición las INRX iucrc¡n calculadas cc¡n al
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menos 8 datos de intensidad para cada mancha. El cocf-icicntc dc v¿rriacirin para cada

gen se calculó dir-rdicndo Ia dcsr.iacirjn cstáfldar dc las INRX por c1 r.ahrr dc INRX.

2.5.4nálisis de los poliP.

2,5,1. Exttacción de los poliP desde células de A. ferrooxidans.

l-a extraccirin de poliP se realizó según métodos dcscritos (Iult fuchó v col., 1998).

Se colectaron por centrifuoacicin Ias cé1ulas pror.enientes de 25-50 ml- cle cultivo. l,as

cólulas sedimentadas se resuspendieron en 3(X) ¡rI- dc 4 \[ isotiocianaro de guanidina

(GII'q, 50 mX1 Ttis HCl pH 7,0 ¡, la mezcla sc incubti a 9-5"(. por 3 min para

conseguir una lisis rápida. Se resen'ó una aljcuota dc 10 ¡r)- de esta lracción para 1a

detcrminación cle protcínas. A cada tubo se agregó 30 ¡rL de 10% SDS r'luego de

incubar a 95"C durante 2 min, se agregó 300 [I de 50%r ctanol r- 5 uL dc micropcdas

dc r.iclrio Glassmilk@ (Rio 1i)1). Lucgo dc agitación por \iortex r-de incuber 30 s a

95"(1, los tubc¡s sc centrilugaron a 13700 x g durante 1 min. El poliP uniclo a 1as pcrias,

se lavó rcsuspencliendo por \-ortex en 200 ¡rl- de "amortiguador \crv \\¡ash" lrío (5

mtrI Tris-FICi pH 7.5,50 m\I ..r"aC1, 5 mlf llDT.\,50 l/r, etanol) r'sc ccntrilugii a

13700 x g clurante 1 r¡in. El scclirncrrt() que contenía el poüP, DNA r- fu\,\ unido a

Glassmilk(D, sc rcsuspendió en 100 ¡rL dc una solución que conter.ría 50 mll Tris-HC}

bFI 7,0), 5 mtrf IIgCI:, 5 ¡ig/ml D\r\sa v 5 ¡rg/ml- RNAsa v se incubcj a 37"(. por 3tl)

min. Inmcdiatamente se agrcgó 200 ¡rI- de amortiguador "Nc,.v Wash" Frío para latat c1

poltP unido a1 Glassmllk t climinar ios productos de la degradación cle los ácidos
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nucleicos. Sc ccntrifugó a 13700 x g r. sc rcalizó un lavado más. [,] poüP unido al

Glassmilk@ se elu\'ó cn clos pasos resuspendiendo el scdimento por \.ortex en 50 ¡-LL cle

agua cacla r-ez, incubando 2 min a 95"C v centrifuganclo a 13700 ri g para tomar el

sobrcnadantc. l,i,l poLiP solublc rccupcrado cn csta fracción (100 ¡rl ) se congeló a -2{)"C

para su posterior anáLisis.

2.5.2. C,uantiñcación de los poliP.

I-a reacción se re¿ljzó según en base ¿ Ia actividad reversa de la llPli recornbinante

de E.. cali (PPIft) cn exceso de ADP (Ault-fuché v col., 1998). E1 cnsar,o sc tcaLizii cn

un lolumen finel de 50 ¡rL en amortiguadc¡r 5() mNI Hepes-I{OH (pH r,2), ,10 mXI

§HrrSOl, ,1 m1\'l IIgCI:,0,1 mll ADII,3000 unidaclcs dc PPI{I v 5 pL cle la solución

de poliP. J.a incubación se realizó 90 mln a 37"(-. I-a reacción se detu\.o por

calentamiento (2 min a 95"C) r, luego la mczcla sc dilur'ó 1/20. 1/a0, 1/20t1 r' 1/5tlil.

r\ljcuotas de 50 pL dc estas diluciones se ensa\'aron con 50 pL dc lucilcrasa

(Boehringer), en placas dc 96 pocillos. E1 ,\TP gcncrado por la PPI{ se cuafltit-icó

miclicr.rdo la luz emitida cn un luminómetrr¡ Lumi/96 dc Bioscarr.

2.6. Mictoscopía electrónica de transmisión (MET).

Sc colectaron células de -t1. fenoo>:idans v se lavarr¡n con una solución diluida de

H:SC)+ PH 1,75. Luego, sc rcsuspendieron a una DOo¡o dc 0,25 v 10 ¡LL dc csta

suspensión sc montafon sobrc grillas cubieftas con Formver durante 2 min, dos \-cccs

((ionz cz \'-]ensen, 1998). 1l,l e¡rceso de Jiquido sc absorbicj con papel tie fih"o r, las
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grillas se secaron al aire. Las células se observaron sin tinción con un microscopio

electrónico de tansmisión Philips Tecn:ri 12 a 80 kV.

2. 7. Métodos bioinfotmáticos.

Para e1 diseño de todos los partidores se utilizó la secuencia de1 genoma de l.

fenaaxidans ATCC 23270 tltO/¡ryvlu¡igtalg). Los matcos de lectura abiertos y sus

secuencias aminoacídicas se rnñza¡o¡ con el ptogtama ORF finder

Grttp:/ / turv.nchi.lhr.ruh.¡'lr,v/Sp4[ti}rli¡J). E1 análisis de 1as identidades y

similitudes en los bancos de datos se reahzó mediante los ptogtamas BIASTP y PSI-

BIAST 0rttp:/ /sr'.u'.ncbi.nlm.nih.gt¡v/IjLAST (A1tschu1 y co1., 1997). Se utilizaron

diferentes tipos de matrices (BLOSUM y PA\!. I-os alineamientos múltiples se

rea)i¿tron utilizando el programa ClustalW Otpfl¡¡Sgg¡uqjp) y sc cditaron con el

programa BOXSLTADE 3.21 (http:/ /rrrvu'.ch.embnct.orglsofnv¿rc/BC)X lorm.l'rtml).

Todos los partidores que se utiliza.ron en las teacciones de PCR en tiempo teal fueton

diseñados con el ptogtama Light Cycler Ptobe Dcsign 1.0 (Roche).

40



fusulfalos

3. Resultados

3.1. Estudio de la expresión de los genes del regulón Pho de á.

ferooxidans en telación a la carencia de Pi.

3.1.1. Experimentos de RT-PCR.

Oon cl objeto cle estudiar si los gcnes del regulírn Pho de l. ftrooxitlans sc

cxprcsafl v si su cxprcsirin se encuentra tegulada por la cantidad dc Pi presente en e1

medir¡ dc cultir-t¡ sc crccieron las bacterias con 22 mlf Pi. condicicin c1e fosfatc¡

suf-icicntc y ct>n 0,22 mN{ Pi, condicirin que planteamos como posible carcncia dc Pj

(Fig. 5). Se obserra quc cn csta condición el crecimiento del cultir.o se detiene a una

densidad ceiular mcnor, corresponcliente a 5 x 10r céiulas/ml (Fig. 5A).

Figura 5. (A) Curua le creciruienlo de A..linvoxilan.¡ en pruercia y catztttia de Pi. Lt¡ caadrudo¡ ro.r,¡do¡

»ru¡tr¿n e/ recittiento er 22 »AI l)i, r etÍrLr qrc /ot wnbos aVt/tt »nxt.rhan el credryit:t¡trt 0,22 »t.\[ Pi

Et kt¡ círcak¡¡ ¡e Dltft¡tn1fi k).t plútt0¡ dt /a mn.u et /0.¡ caalt¡ ¡e tar/arafi las ré/u/rt¡ pant rea/i1ar /as

exlratciones de RAI @, Gr,llico :eui-kgait»in de los datat ruo.rlrados ut (:1).

P 120

E 100

;3o
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B
I

8,8
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AI anaüzar el ggafico semi logarítmico mostraclo en la figura 58 notamos clue 1a

r-ckrcidad dc crccimicntr¡ cn la partc iincal cs sin.rilar. Para la condición de crccirnicntr¡

en 22 mNI Pi, se calculd¡ un ticmpo gcneracional de 16,5 h, mientras que para la el

crecimiento en 0,22 mXl Pi estc fuc dc 14,6 h. La mantención ¡' el ler.e aumcnto

obscn'aclo en la velocitlad de creciniento puede explicarse porque aún hav prescncia cle

Pi en el cultivo que crece en 0,22 ml\l Pj iunto con )a posible utilización cle las rescn-as

cle poliP para ei crecimientc> ác A. fentoxidans.

P¿ra er.aluar la cxpresión del gen 11,€ se tomó RNA extraíc1o de I<¡s cultivos

mostrados en la figura 5. Se hizo RT PCR de acuerdo a lo descrito en la sccción dc

materiales v métodos. I-ucgo dc rcalizar cl cxpcrimcnto obscn-amos que el gen se

expresa en conüciones de prcscncia v carcncia de Pi (Fig. 6).

B +Pi -Pi
PM -+ -+

Síntesis de
CDNA

l Kb__-_-_

500 pb ---------->

Figun 6. F,xperinerf.a de RT P(R raalitl¡lirú Pdtu rl ger p¡2!. (A) Dneio expuinutlul. I tt ¡íntc¡i.¡ del

dDNA ¡e reali1í ran cl ?.úik)r P?kl4ltd, (cinrkr rulQ.y 1 pg de I?,1L1 totnl paru cadd conditión. l,t
rearión de PCj{ se reali1ó con ld pdrej.¡ de patidores ppkNII2.l pPkl T^'d, Er argltJió /tt.lia.qn/e t0 d¿

452 pb de/ gut pp!. (B) fu.wltdla del expriueúo de R'l:PClIl «¡n el cDN.1 tiúetilado apan)r de Rli-:|

utrdido de c ru¡ cruddo¡ con lbtlato (+Pi), lrugo de /./r hutpd-ttt a nedio lbrilado de .fitJato (f i). Lot

:ínhohl (+) -J t), corespr,ndm a la reatirjr fi ttiln.viÍ)l¿.t¿t inrtrta.l l {¡ rusPectiyo[ conhth¡ .¡itt

han¡ciPld¡a irur¡a. Re¡atatlo /rcga de )5 ¡ido¡ de PCk PM, »tarcddor da r¡tárdat"es dt: pext noktcu/ar

NI-B 1 Kl¡ Dlxi,l laddu:
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Para ar.criquar si los 8 genes comprencüclos dcsde phol3 a prájv se expresan ¿1 menos

ca,mo una uniclad transctipcional, dcciclimos hacer un experimentci dc cotranscripción

(¡-ig 1

P]II
s íntes¡s

de cDNA

Figura 7. Co/rarvip,rou ,1, lor gtne.t del rc.giótt Pho de -,1.,linr¡axid¿rc »¡edi¿¡nn &'|-PCK (A) Distno

expeiuenÍal. Oryani1aciín de los gurs 1 paúidoret úililddo: en e/ exjteriuento. I t síúuis de ¡DNA .¡c

reali1i crn el pafiilor plx 1r, (úrcak ru10)-J 5 pg le F.N.4 lo/al exlr¿ido en la nndi¡iin d¿ ¡aren¡ia de Pi.

La po.rterior atttplificatiórt por l'}CR t reali7ti con lat parefat de larfidon: .au,erye ler eúr'e tlot genet

adyacentet. (,.1; -.lllboBDl AlphoRR2; B; A;[phoRDl -Alftt.ll Rl, C; AJpst.\'l I)l Alpst(.l|l?, D;

..1kr/CtDt ..11ptt,.11Rl, L; .1Jy'tt,1tl)t-7lptl|fU, 1:; AllstBDl-AlfihoURl, {); 'llphoLtDl-ppk6r,
H; !)Pxl d-Pp\4r, etperándtu atlplilirado.r de 5E) pb, 571 pl), 406 ?h, 42A ?b, 621 pl,, 678 pb, aaq pb_y

808 pb, regtclit.'anenle. (B) Rr'i/{/fado d( la anplilia:ióu par l'CK rÍi/ilartdrt e / IDNA sinfetiTddrt o patir

de/ Ser W ct)r/a tux./pld.kt. Para uda partja de partidt res se iulttyo ¡n coúto/ nega/ilo in lrauriplata

in»erra (), qae dttcarfa la presencia de Dl{A nr»a¡i»¿ico ut la ftre,taraciitt l,:/ RN,.1. PM ntarmdor tle

tslánd¿ru¡ dtt Pe¡tt nohrular NEB 1 Kb Dlil ladde r.

43

A

B

I T(b---->

---+
5trü pb



Tles tada.¡

Para este experimento se tomó ei RN,,\. extraído dcl cuitivo ctccido cn tiosulfato

como fuente de energía 1, carencia áe Pi (0,22 ml'I Pi). Ijl cDNA se sintetizó con un

partidor ubicado en el gen y'y'.x. Si existicse un mRNA policistrónico que codifique para

los 8 genes tleberíamos poder obtener arnpLificados de PCR con c¿da una de las parcjas

de patidores converqentes ubicados en genes advacentes cuanclo utilizamos el cDNA

sintetizado anteriormcntc como tcmplado. Como se obsen,a en la figura 7 se obtuvo un

ampLificado de PCR para el tamaño esperado en todas 1as condicioncs, lo quc nos

indica la existencia de a-l mcm¡s un mensajero policistrirnico que comprentle los ocho

gcncs, dcsdc pl:oll a ppx.

3.2.Estudio de la región promotora del gen phoB.

PhoB es el reguiador ttanscripcional de los genes clel regulón Pho. X{cdiantc análisis

bioinformático obseñ.amos que las regiones río arril¡a de los genes pboB t ps/-11 <1e

A. rtnooxidan: mlrestran una alta itlenddacl a nivcl dc secuencias nucleotídicas, lo que

podría sugerir 1a existencia cle una posible caja Pho ¡,. daría cucnta dc posibles sitios de

unión de PhoB @ig. 8).
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Figura 8. L¡ldio d. /a ,,¿iau f n.artt,it ,1, / I u pllB d, 1. !, ,.notil,t't¡. ,A1 I s.,1tr',tt,t de l¿' <a4¿t ¿,

DN,{ qa,: v can?araflt eu el alireartierla ¡le ¡ecrercia.¡ nucleat/dicat que x ihstra en @), tlande la: 4tnas

co¡tsentada¡ se r cenzrtlt en cajas dt durcrda a ¡¡t ideúidad. La¡ regronu dutacadas u rectá4rylo.r mgros

uue.rtrar tna po.;ibk cala pbo (igtitda) | /d pa.tible ftg¡ó 7 0 (deruha).

3.2.1. Experimento de extensión del partidor.

Para dcfinir cl sitio dc inicio dc la transcripción de1 gcn pl:aB sc hizo un experimeflto

de cxtensión del partidor. En cstc sc utilzó cl partidor reverso phoBl']Il, cl quc sc

diseñó a partir de la secuencia del genoma Lle A- .fenooxidan¡. Para cl discño dc cstc

partidor se cuidó que la ciistancia desde su zona de fil¡ridaci(rn hasta cl posiblc inicio dc

la transcripci¿)n no fuese superior a 140 pb. Para 1a reacción se utilizó este partidor

marcado en el extremo 5'con.L::p¿¡tO y 10 ¡-rg de RN,r\ total extraído dc un culltir«r

que fue crecido en tiosulfatr¡ cc¡mo fuente de energía r' 0,22 mN{ Pi. Cr¡n este mismo

partidor marcado se secuenció un fragmento de 270 pb dcl gen pboB quc prcriamcnte

fue ampLificado por PCR con cl partidor RioupPhoB, que hibrida 130 pb río atriba clc
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TUsuhddos

la secuencia corespondicntc a1 inicio de la traducción d,el gen pboB y cl partidor revetso

phoBP-E mcncionado anteriormentc fig. 9).

Figuta 9. l'14e0 ful ¡itio de inirio de la tran:ripciin pata d 
-qen 

p[pfi de A. Jitmaxitlan¡ ruutiant:

extensión del partidnr Para la ¡ínl¿¡i¡ de d)Ny' u hili7amn l0 pg de P.JJA tofal prareniute de céhr/tt

crecida¡ u tiovfuto .1, en c¡trenia fu Pi. I a .fltcha utesfra i ¡itio de i cio de /a trantcipdón .1 en mjo se

mrutha e I pasil.tle codón le inuio de la lraduciótl

g
§,

s
t
a
t
c
c
s
s t,,Tr¡a+
a
a
a
a
s

s
s
t
a
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Como puede obsen'arse, el inicio de la transctipcii>n corespondc a la guanina <¡ue

se encuentra ubiczda 13 pb ío arriba clel cr¡dón que codiFrcaía para la primera

metionina de Ia proteína Phol} (marcado en rojo) de acuerdo a nuestro anáIisis

bioinformático previo. Lstc sitio dc inicio dc la transcripción determinado

experimcntaLmcntc da cuenta cle la existencia de un promotor, cut'a posic.ion cs

congfl-¡erltc cr>n la cxistcncia de una posible calz lho que se encontraría en ia región -35

del gen phaB de A. fenaoxídans.

3.3. Diseño y construcciór de un macroarteglo de DNA.

Con cl objctir.o de cstucliar los cambios en la expresión de los genes del regukin

Pho dc A. ./inooxidaz.r se diseñó v constru\'ó un macroarreglo de DNA. P¿ra cllo sc

imprimieron los productos dc PCR amplificados con partidores cliseñados a partir dc 1a

secuencia disponible del genoma de ,1. Jerooxidans ATCC 23270 de acuerdo a 1o clue se

dcscribc en materiales v métodos. Se inclu!'eron como conttoles los genes que codifican

para las proteínas GroEL, DnaI{ ,v t'rrsticianina dc A. Jiroaxidan¡ quc }a han sido

estudiadas. También se incluyó un control externo dc hibrid¿ción cluc nos petmite

normalizar los datos r¡l¡tenidos ente distintas membranas (F-ig. 10).

Se optimizó la cantidad de DNA a iniprimir r las condiciones de hibridación r

lar.ados cle las membranas p,Lra obtefler scñales cle hibridacií>n dctcctables r.

cuantificables.
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Diseño y construcción de
un Macroarreglo de DNA

Análisis Bioinformático Y
Diseño de Partidores

Total: 65 genes de A, ferrooxidans
(23 genes del posible regulón Pho)

Genes "housekeeoinq": rus, dnaK y groEL

Control Neoativo: gen tau-l Homo sapiens
Control para Normalización RNA "spiked":
gen exp-I Prunus persica.
Otros qenes de interés.

Goncentración 0,5 ng/pl en
DMSO al 40%.

Cada fragmento se impr¡mió
en cuadruplicado (4 manchas
por gen).

Desnaturación y crossl¡nking
del DNA med¡ante luz UV

Fi¡u¡a 10. D)t na \ .o)rtrh..tat d, ut lt¿cm¿ne:lo d, *n¡ d, 1, t, ¡t,'oxid,n¡.

Tai como kr indic¿ ia t.igura 10, cn las membranas se imprimicron 65 gencs dc,{.

.f?mtoxitlan.r,los cu'¿les se sembraron cada uno en cuadruplicado. l)e estos gcncs,23 son

homrilogos a hrs genes del rcgulón Pho cle E. coli y <¡frzs bactcrias. F-l ordcn de la

rmptesión de cada uno dc los fragmentt>s cle cada gen en la membtana guardó reiación

ccrn su orientació¡ física en el c«rmosomz áe A. firooxiiazr, es dccir si clos genes son

advaccntcs cn cl cromosoma, sc imprimieron contiguos en las membtanas.

Los cDNAs marcadc¡s con l2P se sintctizarr.¡n a partir cle 10 ¡rg dc RNA total

cxttaítlo de cultir«rs crecidos en tiosulf¿to como fuente de enetgía en ct¡ndiciones de

prcsencia de Pi (22 mXf Pi), carencia de Pi (0,22 mN{) v ausencia dc Pi (0 Pi). Para la
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síntesis dc los cL)NAs se utilizó un parddor revcrso Para cada gen v a cada muestra de

RNA ¿ marcat se ic agregi 1 ng dcl RNA "spiked" @ig. 11).

,ft",3
/r'3

RNA
"spiked"

Extracción de RNA

Sintesis de CDNA
Partidores gen-específicos
lncorporación de o-32P-dCTP

Exposición y escaneado

Análisis Posterióres

Normalización entre membranas diferentes, obtención de intensidades
nelas y de la relación señal/ruido. Evaluacrón de los cambios signrficativos.

Figura 11. Li.rquuzta dc la trúodo/r4ía uliliryda eu lot exferirueufo: de tnacroamglol de DN,4.

Pata cl experimento de crecimicnto cn carencia de Pi, cuva cuna dc crccimiento

se muestra en la figura 5, se realizaron dos rcplicas bioliigicas (tabla 3 v tabla 4). En la

figura 12 sc muestran los genes quc sc itnprimreron 1 ur) ¡esultado de rlos membranas

hibridadas cn l¿s cr¡ndiciones anteriomcntc clescritas.
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A

A ptlo3 phoR psfsl pstc, ps,Al p§úEl phau ppx
B H2O Fpk psfs2 psic2 pstA2 pho$ L pl,¡6 phnH Phnt
C phnJ phnK phnL phnv hip phnN phnF afel afeR
D cdt HW sbpí fox, p21 p14,3 5bp2 aox2 tdil
E Omp W epp'l p11 p161 gtr ldiz afsE p14
F Tau Mcb.l pll ñoeB hyP hdÑ1 hdrBl hdrAl hvp
c shyB shyD shyA vhtd hyp hdtc2 hdtB2 gcsgl hyp
H psrA psrB PsrC torD hYPZ t;;¡\:*t:

10

spiked
Rus
dnaK
Cro4

1_0l_05

A

B

C

D

E

F

G

H

A

B

C

D

E

E

G

H

Figra 12. I:1enpk le at exPrin/entl de natroartglos de DNA. A Esqtaua de kts genu itttpresos ttr /,zs

nenbrana¡. Lin co/or rtaruttja .¡e //r/./eÍ/ra kt genes l.,onti/rrgas a cartponufe.s del reEr/ort Pho d¿ E. coli. F,tt

rEl re //tue¡/¡d/¡ h» genur "Lottekeqping" ¡eleccionados, ttientras r1te el gttt "qiked" (rouda) te itttpixtiii en

dos ltgaret di.rtinlns de la rue¡nlnara. B. Menhrala l¡ibilatla con tDNAs gexerados a rtarfir de la co iciót

«tn Pi. C. Membratto bihidada nn cl)NAs generddos en lt¡ ctndicifu rh c,¡r¿ncia de Pi.

Para alpgnos dc los genes deJ rcgulón Phc¡ se obsena un auÍreot() cn los niveies dc

traflscritos en la situacirin dc carencia de Pi. lln csta última situacirin disminuven los

nivclcs de transctito para 1os genes rusv g aF.l'. Nluchos de los otrrrs gcncs imprcsos n,,

varían mavorrnente sus nivelcs clc expresión. La normaliza.ción clc los valores dc
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Resnltadu

intensid¿d de las manches se realizó dividiendo los valorcs cle lN dc cada membrana

por el valot de IN comespondiente a su respcctivo RNJA "spikcd" de acucrdo a lrr

descrito en materiales v métodos. En las tablas se nucstfzl¡ lc¡s vakrres nctos .le

aumento o clisminución de 10s niveles de trznscritf)s en la condición dc carencra dc Pi

r.ersus Ia prcsencia cle Pi (Iabla 3).

Iin los cxpe riment()s de macro¿Irreglos de [)N A obscn'amos distintos nil'eles cle

INR de ias manchas correspondicntes a las scñales de hibridación de catla gen. J.as

manchas con val<>res de INRX mu1'bajos generan mucha inexactitud dcbido a su alta

variación. Para dcscmtar los gcnes culas INR)i presentan una alta vati¿ción se utilizó

un tcst dr: coeficiente de variacirin (C\). F,stc consiste en dll-idir la desviación estándar

de las INRX por cJ valor dc INRX, así un (lV mavor o igual a 0,5 sig'nifica clue Ja

dcsviación estándar cs al menc¡s la mitacl clel promedio v el dato cs dcscartaclo. P¿ra

valores dc CV menores a {),5 e1 datr¡ se consiclera como r'álido.

t\7 analtzar las tablas 3 y 4, cleterminamos quc cxiste un ¿umento en los nivcles de

trenscrito de más dc tres veces para un 5ó,5 oA y an 34,7a/c' dc los genes en cada réplica.

trn l¿ tabla 3 se obsen-a que los gcncs 7rrC1, PrrAl, phlLi, Ppk, p.tts'2, ?bnL, h¡P, ?hnN.l

pbn! prescntan nir,cles de transcrito mavorcs de tres veces en la condición de carencia

de Pi, siendo el gen 1sl.9 c1 que muestr¿ un m¿r't,r inctemento en sus nivelcs (66 veces).
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Tabla -1- Caant$trciitr le turuhir¡.r fu expresión de /os .gur.es del regalh Pbo h ,1. terrooxiddtt¡

»«liaúe rtacrOane.g/o¡ de DN,,1. .\le tute¡hu e/ nitr/ de atntenfa o di.v»inrciitt de /o¡ ttirule¡ de fldttitril| efi

l¿.¡ihnciór ¿le ¡armti¿ rte Pi p,22 rulI Pi) rcr¡,¡ Ja lilmifu d¿ oecittienla ¡n¡t 22 nM Pi.

Imdgenes Variación d.e

Intensidades

0,22 ,ttM PiD2 t tM PíGen 22mM 0'22
Pi mMPi

0,1

23

Jro

3,2,

3A

0,9

4,6

4,7

4,3

66rl

3,2

5,0

0,7

1,6

3,7

23

2,0

0,7

9,8

2,9

20,2

4,6

6,5

1,5

5,9

,:

phoB

phoR

psts I

pstc I
pstAl

pstB I

phoU

ppx

ppk

psts2

P§TC2

pstA2

phnK

¡thnG

phnH

phnl

phnl

phnK

¡thnL

phnM

hip

phnF

Ra,s

dnaK

groEL

spiket)

:

I n len si dad Re lativa N orm alizuda

,, #* "n 
0,22;iM cy

0,1'79 0,12

0,013 I,04

0,018 0,83

0,067 0,23

0,082 0,37

0,042 0,71

0.021 0,82

0,009 1,42

0.024 0,56

0.024 0,73

0,016 t.23

0,008 0,82

0.044 0,-59

0.075 0,65

0,020 0,75

0,016 1,24

0,017 1,02

o,oM 0,59

0,006 1,09

0,031 1,06

0,023 0.7

0,043 0,s

0,017 0,63

5,928 0,1

1,092 0.25

2.0? 0.3 I

t,049 0,23

0,023 1 ,2

0,031 0,91

0,065 0,5u

0,216 0.27

0,27 5 0,1

0,038 0,61

0,11r 0,33

0.M2 0,11

0,102 0,51

1.s66 0,07

0.050 0.5 r

0,040 0,83

0,032 0.1

0.122 0.42

0,072 0,64

0,037 0,88

0,032 0,94

0,032 0,7

0,057 0,29

0,090 0,27

0,45s 0,22

0,200 0,31

0,1 I I 0,21

8,669 0,08

6,4'7 | 0.33

2.84 0.24

0,553 0.09
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Tabta 4. Cuantilicaain fu /os uuhir¡¡ de etqrusirin de /os gcnts del regtlín Pho de A.lerooxilm¡ ntediattle

xtacroam:,a,los d D.., , rc.rttudo de la rcplica biolígca del apeinento /l/astrdda et la labla ). 5t ute¡lr¿ tl

ni,el de drruento o di¡uit¡¡tciótt de nitteks dc han¡tritot paru lo't geru: n J¿ -¡ituaciín d¿ cdreuia fu Pi (0'22

n|l[ Pi), rcrstrt /a intación de credvtienta tat 22 »tM Pi

Imdgenes
Intensidad Relstiva

No¡malizadn
Variación de
Intensid.ades

0,22 hrM Pi/22 ,,tM PiGen 22t¡.M
Pi

0,22nM 22 mM
Pi ct/ o'22 nM ct'

phoB

phoR

/r.s¿S,1

pstCl

pstAl

pstBl

phoU

pp.\

ppk

psts2

pstc2

pstA2

pho8lL

phnG

phnlI

phnl

phn-l

phnK

phnL

phnM

h¡p

phnF

dnqK

groEL

spiked

r0,9

3,6

1'

4,7

9,8

23

23,0

24,2

12,L

35,3

1,1

4,3

03

1,8

2,1

8,0

4,7

sA

4.,5

3,1

13,8

10,6

9,7
.,.

0,2

3,1

0.005 l,l6
0,005 0.98

0.032 0,32

o.t12 0.15

0,207 0,10

0,01I 0.'77

0,008 2.00

0.006 0,77

0,0i4 0,14

0,084 0,20

0,012 0,16

0.008 1.1¿l

1,663 0,06

0,086 0,16

0,015 l, i8

0,007 0.87

0,009 0,,16

0,010 0.63

0,014 0,32

0,027 0,,+0

0.012 0.52

{) t)50 tl 75

0,024 1,35

10,62 0.15

0.798 0,22

0,92 i 0,i4

0,838 0.18

0.059 0,21

0,018 1,66

0.071 0,25

0.800 0,27

2,019 0,45

0,026 0,15

0,186 0,34

0.14t 0,74

0,173 0,40

2.9.+8 0,15

0,014 2,00

0,033 0,31

0,530 0,22

0,153 0,19

0.032 0,30

0,055 1.tt4

0.044 0,29

0,057 0,82

0,065 0,32

0.083 0.25

0.1656 0.36

0,532 0,22

0,233 0.21

4,n23 0.28

.1.306 0.06

0,301 0,32

0,2tt5 0.21

aaaa

"'
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.t,ln Ia tabla 4 se obsen,a quc los genes lrlC 1 , ?¡tAl , Plrlu, ?rtl2, prA2, phrJ, ¡bnL'

2/tnM, htp-1'phil- presentan nivcles de ranscritos mavores de tres I'eces en la condicirin

c{e carcncia de Pi. Nuer-amcnte el gen 1y.t2 el que muestra un maYor incremcnlo cn sus

niveles (35 \¡eces). Dcntro de los gencs dcl tegulrin Pho de,'1. Jermoxidans es

áparentemente el quc prcsenta también u¡ mavor nivel de ttanscrito determinado por la

IC de las manchas.

En ambas répiicas, para algunos genes se obtur.o que en la condició¡ de presencia

de Pi, el (lV dc 1a INIIX es mavor a [),-5, debiendo set descatados. Sin embargt.r, en 1a

condición de carencia cle Pi, ocurre Lrn aumento en los nivclcs dc sus respectir.os

transcritr¡s ), c1 r-alor de la INRX es mayor, k.l quc disminuvc el CV. I-n esta condicirin

el r.alor de INRX es aceptado. Los genes que tienen este comportamicnto fueron

considerarlos en nuestro análisis debido e qlre no pueclen rlescartarse en la condicitin de

carencia de Pi. Por lo tanto solo se descattaron los genes que en ambas cr¡ndiciones

mosftaron valorcs de CV de la INRX mal'ores a 0,5. tln ejempkr de esto sofl 1os

valrrres c¡btenidos pnra los gcnes phaRt pltaB. Los valores áe CY para pboR son mavores

que 0,5 en tr¡clas 1as condiciones en las dr¡s réplicas v sus cambios cn krs nir.eles de

transcritos sor irclc\.antes debido a su alta variación y clescartados. J,os r.ak>rcs dc

canrbio de la [NRX para ]os niveles cie transcritos dcl gen pbaB sc descart¿n en 1a réplica

mosttada en la tabla 3, mientras que cn la rcplica dc la tabla 4, el ¡,.alor dc CV en la

conüción cle presencia de Pi es mavor que 0,5, mientras que cn carcncia dc Iri, e1 CV es

mcflor que 0,5 r, el valot de INRII se considera como r,á[ido.
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Para el crperimento de trapaso á medio sin Pi (0 Pr, se ton]aror1 células de

A.;fenooxidans crecidas con 22 ml,I Pi. El pellct cle células se divicüri en dos v se realizcr

una extrlccióil de RNA a tiemPo ccro, mienttas quc la otra mitad de las células se lar'ó

con el meclio sin Pi l se incul¡ri en este por 24 h. Luego sc cxtrajo el RNA v se realizó el

expcrimento dc macroarcglos de DNA (resultados mostados en cl anexo 3). Se

obsen-ci un a[mento cle más de 3 r'eces en los niveles de transcritos pata los genes

prtS'l, psft:t, P¡fAl , PsrS:2 1' l:s/d12, 1o que corrcspr¡ntle a un 22n/n de los gcnes.

Nuer-amente e\ gcrr ps/.\'2 cs cl clue prcsenta uoá ma\¡of INRX v un mavof aumcnto de

sus niveles de transcrito (19 r,eces).

3.4.Cra¡¡ftcación de los niveles de ttanscdto pata los genes Pstsl y

psts2 rr,edi^nte PCR en tiemPo reál.

P¿ra validar los resultados obtenidos a patit dc los experimcntos de macroarrcglos

de DN,\ sc cuantificaron los niveles dc 1os ttanscrit<.rs cle los gencs pstSl y p-n.\'2 de

A. fermaxidans mediantc la técnica de PCR cn tiempo real. Para ello, de acucrdo a las

sccuencias nuclcotítlicas c1c 1c¡s dr¡s gcnes se diseñaron partidorcs que permitieron la

amplificacrón de éstr¡s. L,uego de optimizar 1as condicioncs de amplificación con cada

uno de cstos partidorcs se coflstru)reron 1as curvas de calibración a partir de cliluciones

sedadas cle un estándar de DN,\ genómico de A. ferooxidazs cle concentración

conocida. En el anexo 2 se muestran las cun'as de caliL¡ración v de fusiírn para todos

los genes cuva cxptesión ], cambios en los nivcles de transcritos fueron estudiados
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mediante PCR cn tiempo real en esta tesis. Se muestra también un eiemplo de cá1culcr

de número de copias relativo aI ¡RNA 165, c¡Le fue utilizado para normalizat los datos

cfl nuestfos expefimefltos.

Para la cuantificacion de los niveles dc transcrito clc los geneslsL! 1 t 1;stS2 se u¡iizó

el el mismo RNA que sc marcó en el experimnto de macroarregkrs mostrado en Ia t¿bla

3, sc sintctizir ei cDNA para cada muestra v estc se amplificó mediante PCR en ticmpo

real (Fig l3). l-os r.alores de (lt obtenidos, asi como los t-alorcs numcro de copias

relatir.c¡ y numero de copias de RNA 165 se muestrtrn en la tabla 5'

Figura 13. Ctuttlificación de k).t rdmlt¡as en lo¡ niuele¡ de lrar-vifo: para k¡ genu 2¡¡§1-l NE rle A.

[en'aoxiddrc ruediante P(R e¡t fielnpo redl. .le nnntificaran lo¡ nitvb.¡ de :DNA de P¡51(A)-y pttl2 (B)

fu -l. .ltn,,¡xidat¡ t odo ¡l tar,rcid de Pi wr.w¡ pt'e.renda de Pi. (ar 
.l'/echas ¡e ixtlic¿n /¿¡ cunu-¡

rr»respondiules a cada »¡ae¡tra. ,\'e indica la rdfófl e lr¿ e/ trú»*ro de upias tle ht¡ cDNA de la ¡ottdición i¿

¿aren¡ia tle Pi t.,¿r¡l¡ ¿/ ru/fito ctycido m Pi. Lts t.,a/ore.¡ se norua/i7arut par e/ nti¡¡tero de cr,,pit: tle/.qen dt

rIL\7 /á-L
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F'e¡ fado.¡

I_a figura 13 muestra que cn la condiclón de carencia rlc Pi existe un mayor nir.el de

tra¡scrito para el gen 1srJ2. Los valorcs de Ct (tabla 5) para pst'll son de 22,2 1 19,7

pata la concliciones de prcsenc-ia v carencia dc Pi respcctir.amente , lo que de acuerclo a

la cun a cle calibración correspondiente se traducc efi un aumeflto de 4,7 r'eccs clel niYel

<le transctito, mientras que para el gef pn.l2los valores de Ct son de 24,7 v 16,5 para las

condiciones de prcsencia v carencia de Pi rcspectivamcnte, 1o quc se ttaduce en un

allmcnto de 138 veces dcl niYel dc transcrito cn la conclicicin de carcncia de Pi. Cabc

mcncionar quc los niveles cle cDNA obtenidos lucgo cle realiz¿r los cálculos para cada

condicii¡n se normalizaron por la cantidad c1e cDNA obtenida cle la misma manera Pará

el gen de rRN,,\ l65 que se muestra cn cl anexo 2"

Tabla 5. Indrtciíx de los nit:el¿s de frawtia de hs garur NS1-1 $[2 tle A- Jltmoxidan¡ en urencia de

Pi. ,le nrcstra ¿/ t:alor de C/, el nin¿eru de copias relaliuo lara rada nnesfra.y el riae/ de indacción u ld

condición de c¿rencia de Pi te»u¡ la tiftttclón de prcsercia de Pi paru ht¡ ¡u/fiut¡ recidrt¡ en f¡0 lfdfa ) o

.f tutu de erurg/a.

Numeto de Numero de

Gen Valot de Ct Copias Valot de Ct Copias - 
tlt""'.l" 

-
( 22 mM Pi) telátivo (022 tnrni) ¡"lu-rioo I"9X:iói]-

22 rrMlPi 0,22 mM Pi o¿znMPi/z2ÑetPr

o;,

,)úf) )11

/ 6.1 16,9

5,7x105

2,4 x 10'

1_6,5

17

7,9x10j l)ó

, 1*10¡ 1

*l-os nivelcs dc i¡ducció¡ sc cocuc¡tran normaliza<1os por cl r,tlor de1 numero cle copias clel RN A 1óS.
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B¿saltados

T,uego de obscn-ar que los dos gcncs lr¿f dc A. -t'erruoxidans aun-Ientan su nivcl de

transcritos cn carencia de Pi y que cl gcr fn,l2 es el que muestra Lrn ma1'or vaior dc

auflrcnto deciclimos avetiguer si cstc aumcnto sc obscn,a clrnndo A..fermaxidarl se crecc

cn otra fuente encrgética V se somctc a la carencia cle Pi. Para cllo se tornaron cóiulas

de un cultivo crecido en ión ferroso con 0,17 mN'I Pi. Sc cxtrajo RNA total de la mitad

dc las células a tiempo cer<> ¡,ia otra mitad se traspasó a un metüo sin fosfato (0 Pi)

durante 72 h. Luego de ese ticmpo se extrajo el RN,\ total. Se midicrr¡n los niveles de

cDNA para los gcnes y'sá / v ró:Á? mcdiante PCR en ticmpo rc¿l de le misma mane¡a

c()mo se ilustró en la figura 13 (Iabla 6).

Tabla 6. Niuh¡ fu irducción rclaiiuo¡ de h.,¡ h'arrito¡ de ks gures p¡l§f -1,pfJ2 d¿ .1.,linroxidans

deterytinada.¡ nt,.diattÍc PCR ea iettpo real. \'e tuuulra eJ vel de inducción wnlaliiddo ct¡ la condicifu de 72

h de inrub¡ciót en au.¡encid dc Pi ttrst¡ /a condicióx de recit¡¡ielto en 0.17 » ,1 Pipara ru/tiu¡¡ ctvido¡ co¡t

iin.fentso contofuenfe de eneryíu.

Gen v¿lor de )T:l^"^ varot de ct Nume¡o de Nivel de inducción

Ct r+pi) -- copias il¡-it copias normalizado *
(+Pi) (72h - Pi) (72 h -Pi / +Pil

l,/.\ t 23.t' r.2 s lu 2j-a ;.i ., lÚ' l.i
pstl2 26,1 2,5 x i05 to )

165 8,3 1,,1 x 10N 8,6

1,56 x 1Ur 6i)

1,2 x 108 1

* l,os nir,clcs cic inclucción sc cncuent¡an no¡malizados por el vllot clcl numcro <1c copias del RNA 1(rS.

Como se muestra en 1a tabla 6, el gen 11 2 muestra un aumento cle los nir-eles

de transcrito de 60 r'eces luego de ia i¡cubacicin por 72 h en medio con i(rn i-erroso y

sin Pi. J-os result¿dos obteniclos cn los cxpcrimcntos mostrados en las tablas 5 1'6 nos

petmiten aftrmar que el aumento de los niveles de tanscritr¡ de este gen se encuentra
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Re¡ulÍalos

dado por el déhcit ¡le Pi r.es independicnte clc la fuente energética en Ia cual el

microotganismo crecc.

3.S.Estudio del metabolismo de los fosfonatos (Pn) en A' ferrooxidans

I_a prcsencia de los gencs phn cn el geflonra dc A. Jiraaxidans Y el anteccdente

quc estos frrrman parte del regul<in Pho cn -E. cLli y et otr^s b2cterias que los posecn

nos hizc.r investigar si A..fi»ooxidans posee la capacidad de cr.ccr en f!)sfonat,)s com()

fuentes únicas cle fc¡sfato y dc evaluar si existcn cambios cn Ios nivcles de transcritos cle

lcrs genes pltn en estts condiciones. Se evaluó el crecimiento con Nll Pn v Fl Pn a una

concentración i-inal de 1mN{ en cultir-os crecidos cn ión fcrroso como fucnte dc

energía. E1 crecimicnto es sostenido v capaz de 1flzfltene1.se por más dc tres tfasPasos

co el mism., rneJi,, de culrir,,.

40

nempo (h)

Figua 14. Cr¿ri¡¡tit¡ftt d, 1. J¿trooxiddn¡ et Jotfanatos cona fiuúes tiricas tfu -fitfun. A) Se uu/tui el

oeciniento er L-Pn I nM (tradros rosados).y t\l Pn In¡,\[ (ronlns aTrlet) de t//tt/a¡ rt¡ida: ntiliTa o iórr

-fenoso ro»tt'.t'aede le ener,gia. B) CraJico settti-lagthntico de lu carud¡ ,:llarttuÍla¡ ¿i A

A,,
1€

" 120

:-1@
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a
0
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Re.wltadas

De lz figura 14 obseñ.amos que eJ crccimicnto es mcnor cn l\{ Pn con rcsPecto

e ),, Pn, <lonclc la clcnsidacl celular J)ega a entrc 1-2 x 108 células/ml- Al obsen'at el

gtafico semi krgarítr-ricrI ()tA1.nos que la parte üncal cle allmento del crecimiento para la

condición de cultir,o cn prcscncia dc L, Pn es muv Pcqueñe' por 10 tanto flo se

determino una r. loclJrd dc crecimienr',

Como ,J. -fentaxitlans cs une bacteria acumuladota c1e poliP v estos puedefl

utilizarsc en el crccimiento, deciclimc¡s evedguar si existe una difercncia en el

crecimicnto en fosicrnatos dehida a la condicicin de carencia o presencia cle Pi cle la cual

pror-icne e1 i¡ócu1o. Sc traspasa«rn células crecidas en ión ferroso con tbstato suficjentc

a un medio sin f<¡sfato durantc 72 h v cc.¡n esas células se inoculri un cultivo cn Il-Pn

1mNf. De Ia mist¡-ra forma se inoculo un cultivo con cólu1¿s crccidas efl prescncia de Pi

ñ
nerpo {h)

Fipura 1.5. F¡lr,1, 1,¡ ,rth? lrar,'itt ,,lc I'i u ,l i,tarn/,, oara ,/.r dnit,to ¿1, A. leni,oxid¿¡.¡,n .ot, f¿tv'u

-1 l-:-Pa. A) .l¿ im,c arat c// at prouetientus de un ru/liut, crccido en prerxcia dr Pi (rombos allet).y ut

¡tnznú¿ de Pi (c¡tarlrat rusadas) er E Pn I m7Í. B1 Cnllroluli lryaríbtiro de kts dafo¡ ¡t¡o¡hzdo.¡ er A

F,n Ia figure 15 obsen'amr¡s que cuando el inócuio proviene de células crecidas

en presencia de Pi, hal un crecimicntc> Lincal, quc podría debcrsc a quc las bacterias

e
I
=e
§
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7
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Rtsalada-¡

están crecienclo a expensas de los poliP dc resen a, mientfás que cuanclo inoculamos

con las células que fueron sometid¿s a la carencia de Pi, se ol¡serva un fetardo cn el

crecimiento que podría dcberse a la tasa dc latencia dc las bactcrias quc tienen una

¿ctir-ación de h exprcsión de la C-P liasa.

3.5.1. Cuanti{icación de los niveles de transcritos de los genes páa

mediante PCR en tiempo teal.

Se decidió ar.eriguar si en los cultir-os crecidos en fosfonatos cristc un xument() cn

los nivclcs dc transcrltos para 1os genes tho84l, pbnC v pltnJ me<1nnte PCR cn tiempo

real. La síntcsis dc los respectivos cl)NA sc rcalizó con RNA extraído a partir de

células de fasc cstácionaria de cultivos creciclos en E Pn cr¡n iirn fcrroso como fuente

de energía v con 0,17 mN{ Pi. Los resultaclos se muestran en la tabla 7.

Como se observa en la tabla, cl gen ph081l - cs el que mucstrá un mavor cambio

en los nir-eies de transcrito con respecto a la situación control del cultivo crecido en

prcscncia dc Pi. flna expLicación posiblc cs que el RNA utilizado en estos experimentos

se extraio a partir de céluias de Ia fase estacionaria de un cultivo v no se obsen arc¡¡r

grandcs cambios en los niveles de transcrito para los gencs p/:2.
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B¿snltada.¡

Tabla 7. (.aanlllcatiin de h¡ rati¡io¡ ¿t los nirtle¡ de flafist¡iÍa Pifti algtrnos genes relaciattadr,-¡ nn Ja

,tiliiación rle -latforutrls er .4. Jemtoxidan.¡ medianle PCll er lie/:upl redl, ,\'e »t*:ba eJ nitt/ de i t¡ión le

los -gtnes cn la rondiiót dt cr¡:imienlo en E-Pn yer¡t¡ 0,17 »úI Pi, tililando céhlat ,:r¿idas en ifu Jina:a

crrno fieúe de omgía.

Gen
Valor de

Ct (E-Pn)

N" copias
relativo
E-Pn

Valor de Ct
(+P'

N" copias
rclativo

+Pi

I,{ivel de
fnducción

lYotmalizado

phnE4L

pbñ|

f,ltrJ

16 S

2,7 x 105

1 x 106

6,7 x 1.05

2 x 1.08

2,8 x 101

5,ó x 10s

2,8 r 10i

3,2 x 108

33

24,5

24,i

6,9

29,7

25,4

26

7,6

6,4

2,9

3,9

1,6

Para intentar encofltrar cambios significativr¡s, dccidimos realizar cultir'r¡s

crccidos en tiosulfato v II Pn como fuente de Pi. El RNA se cxtrajo en la fase

exponcncial dc 1a cun a de crecimiento ). se aralizri la cxpresirin clc krs gcnes ,»iir de Z.

ferooxidans a ttavés de macroarrcglos clc DNÁ. Se prcparó un cultir.o controi con 22

mX,l Pi y pata el cultjvo con fosfon¿to sc creció un cultir-o con NI Pn 1 mr\'l como

fucnte dc fostatr¡. Par¿ e1 i¡óculo se utilizaton células crecidas previamente en este

mismo medio de cultivo (F'ig. 16). Se obsen,a que ei cultir.o crecido con 1 nrNI lI Pn

crccc a urla mc¡<¡r dcnsidad cclular compatado con el cultivo crecido en 22 mN{ Pi, el

cuai prcsenta un menor crecimiento con respecto al cultivo crecido en concüciones rle

fosfato suficiente. El tiempo ¡¡eneracional calculado para la condición de crecimiento

con Pi fue de 8,7 h, micntras que para e1 crccimicnto en 1 mNl Nl Pn fue dc 11,3 h.
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o204060
f.mpo (h)

Figura 16. Crei¡»i¿nta ¡le .4. .ti¡moxidatt¡ tn ti^tlfufa -l NI'PL A) .\'t ¡¡tae¡tr¿ e/ rultit''t' cre¡idrt en

pnsenda rh 22 n¡lÍ Pi (cmdradas ntsadoj).1, II Ptt I nlI (n»bt\r ary/es). Et rtlo se destaca i purrftt

doule * ret/i1ó /a axhatción de K|IA. B) (,rtllico *ttti-lo.garíltnico de /¡.r ctn'os ttto¡trad¿.¡ ett,1.

EI experimento cic macroarrcgios se liev(i a cabo sobre una mcmbtana en la cual

solamcntc sc imprimieron los genes tlel posiblc rcgulórL Pl)o,los genes dnaK,.qmEL .t nr

v el sistem¿r "ff /rftR. l-a síntcsis de los cDNA marcados se realizó con 4 pg de RNA

total en cada una dc las concliciones. Ijn 1a mcmbrana libricl¿cla con los cI)NAs

generados e partir dcl RNA extraídc¡ del cultir-o crecido en N{-Pn se obscn¿ a simple

r.ista una inclucción de todos los gcncs rál,r, incluiclo el ORF que se encuentrá río debajo

de los gencs cocütlcantes para la C l'j lt:se l:l:nG lI, _v que codificá per2 una proteína

hipotética (tabla 8).

l-a cuantrflcación cle 1os valotes de tNRX cle las señales obterudas tevela que los

nir.cics de transcrito de prácticamcnte todos los gcncs pbn ¿umefltafl más dc 10 r,eces

cuandr¡ lr¡s cultir.os crecen con 1 mXI \f Pn al comparar con los niveles de INRX

obterudas para los cultivos que crecen con 22 mNl Pi.
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Rr-¡uladas

Tabla 8. Atmt)litaciírt del atuenia d¡ la¡ ¡fu,ele¡ de han:rilo de /o.r gne: BLA de ,,1. Jttwoxidau dtranft el

.recituit t0 tt ll-Pn nedianla taacroarrq/os de DNA. .\'e comparan /o¡ nit,elu d¿ tr¿t¡criJa et cl.fitlirmlo

a /iTarlo rentrs /a rondiciín nrtrul er ¡res,:n¡i¿ de [)i.

Manchas
Intensidad Relativa

Nonnslizstls

Gen Pi M-Pn Pi
22 mM lmM 22 mUl

¡thoB

phoR

pstSl

pstcl
pstAl

pstB I
phoU

??x

?pk
psrS2

PSfC2

pstA2

pho84L

phnG

phnH

phn I
phhl

phnK

phnL

phnM

híp

phxF

dnuk

groEL

rus

spiked

CV T*X
0,2't 0,052

0,22 0,013

0,32 0.015

0,19 0,030

0,24 0,051

0,21 0,021

0,10 0,050

0,42 0,017

0,16 0,061

0,40 0,259

0,28 0,013

o,24 0,020

0,07 0,0'19

0,13 0,144

0,08 0.545

0,31 0,088

0.24 0,364

0,09 0,781

0,67 1,446

0,31 0,065

0,1,1 1.122

0,01t 0.586

0,21 0,126

0.14 0,484

0,44 0,094

0,16 0,1 l0

0,06 1,121

0,030

0,0r4

0,022

0,0I8

0,037

0,1) 16

0.029

0.022

0.017

0,021

0,016

0,017

0.026

0,062

0,026

0,021

0,021

0,150

0,060

0,026

0,034

0,039

0,018

0.342

0,082

0,06'7

1 .49

0,34

0,38

o,29

0,42

0,29

0,09

o,23

0"33

0,24

0,14

0,19

0,10

0,17

0,07

0,10

0,12

0,18

0,05

0,13

0,20

0,05

0,07

0,17

0,14

0,08

0,38

0,03

1,7

0B

0,7

1,7

1,4

13

1,7

0,8

3,6

9,6

0,9

1,2

3,r

t2,t
20,6

4,1

17,0

s2

24,1

2,5

32,8

15,2

6,9

1,4

t,l
1,6

aa
aa

-r..

aa
aa
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Re¡uhados

Cuando la bacteria crcce con ll-Pn, sc obscn'a que el nive) dc transcrito cJel gen

psd2 eumcnta cerca cle 1{) vcces, 1o que nos sugiere que y' finooxidans si l¡jen crcce cn

NI Pn, posiblemcnte sc encuentle en una situación rlc hambruna de Pi'

Para r,¿lidar los datos antcriormentc señalados se midió la cxpresión de los gencs

fboi,lL, phnG '' phxJ mediznte PCR en ticmpo real Pata la síntesis del cDNA

corresponclientc a ca<la gen se utiLizarc¡n 400 ng dc RNr\ total 1'la reacciirn dc PCIR se

tealtz.(¡ cn 35 crclos a partir cle una dilución 1/20 dcl cDNÁ'

Tabla 9, Cttanti/icación tle /o¡ tiyeh¡ de lnducción de /o¡ Íruntscito¡ & h¡ gene¡ D\!,&LJ.. plttG I t,hr.l

rtediañe P(fl en t¡( :t?0 red/. ,le ruaeltrat lo.¡ m/rtrcs dc ct_1 /a ra1ótr del núuero ie rlpiat eúre kt rDN,l

protnriettes del RNA extraítlo a f aftir de céhtlt¡ crecida¡ n M-Pn 1 ull ueruts aqtellos RNA pmunienttt

de cíl a¡ recida¡ rvn 22 nl'l l)i (+Pi).

Yalot de Ct
Gen (M_pn)

N" copias
telativo (M-Pn)

Valor de
Ct (+Pi)

N'copias
relativo ( +Pi)

Razón*
M-Pn/+Pi

pho6lL

PILnC

?ltoJ

165

28,1

21

20,t)

rn )

4,6 x 105

9,6 x 106

8,1 t 106

6,9 x 10'

9x10'

7,8 x 1t)l

2,5 x 105

4,7 x 10'

31

)-r 0

26,1_

9,5

7i

)1 a,

1

Los valorcs obtenidos mediantc PCR en tiempo real revelan un aumento en 1()s

niveles de traflscrito dc aprorimadamente 7, 8 1' 2l lcces para los genes y',útt84L, pbnC y

p/:z/ respectiYamente (tabla 9), mientfzs que pafá cstos mismos genes la técnica tlc

macroarrcglos de DNA mosttó un aumento de 3, 12 ]'17 veccs, respecti\-amente. Los
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R¿su/tatlo¡

tesultados nos confirman que los tanscritos correspondientes a los genes f&i se

encucntran preselltes cn una nta\()r canticiacl cuando los cultiv.¡s crecen con Nl-Pn

como fuentcs írnicas de Pi, lo cual sugiete fucrtcmcnte que sc jnduce esta Yía

mctabóLica.

El patrón coniunto de inducción dc la exptesirin dc los genes rDl:'4 su ligamiento

físico y la conscn,ación del otden con rcspecto 2 otros gen()más de bacteria sugiercn la

posible existencia dc un operón clue comprcnda al menos lt>s genes desác pbnG a pl:n\l

codificantes para la C-P ljasa dc.'1. .ferutoxidans. Pata comprobar ello sc diseñri un

expcrimento de c()traflscripcií)n (f,gura 17), cn el cual la síntesis de cDNA se realizó a

partir del mismo RNr\ provcniente del cultilo en NI Pn 1 n.rM que sc utilizó parz cl

e\perimento de mactoarreglos cut'o resultado sc mucstra en la tabla 8. Ill cDNÁ se

sintctizó con un partj.dor ubicado en el gen fhnll. La posterior ampLificación obteruda

por PCR con todas Ias pareias dc partidores para los genes adt'acentes cuando

utilizamos el cDNA como templado nos indica que los genes quc codifican para la C-P

litsa de A- .femtoxidarJ se exprcsán, en nuestras condiciones experimcntales, al mcnos

como una unidad transcripcional de siete gencs, comprendida desde phlC z p/tnA7-
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A
Síntesis
de CDNA

phog4lphnc phnclphnH phnHlphnl phnllphnJ phnJlphnK phnñphnL phnuphnM

Figura 17 [1" .4 tru !l1t de A. le¡roaxidar¡ se catrat¡¡crihen. A. l,tt ¡futesi¡ dt cDN;4 t realiTó cot d

n.¡¡ti,,!nr n,,r,o rtt,¿do,n , pcn hh»-\lr'l url R\ 1/a/,/ d, l. li ru,'¡'', d¿us ;,erilu p,t \l-Pq I uJ[. 1"1

at@liliracih por P(R r reali1i con lpL de ura dihuió» I / 20 del cDN,l carla tu?rP/.¡dl.1 c¿id u¿ dt l¿¡

partjar de lanidttres sualada.\ [.'ara cada pareja d,: genu afi,ac,:ntes ,qen se hi/ilaror kt pattidore.r con e/ Rl .7

Dt rb cada gert (dnexo 1), csperárulase dc laruaio: de antpliJicala¡ de 6lJ,61 i, 642,714, 701,671.7' 170

pb ft.P?.tildrlet?tt para B. Axtp/tfración can las parefas de paftidoru adlacerte: /uqa de J2 cic/a¡ fu P(R.

Lls i.qtos + 1 irulian redttil)tt tú lftlNcrpld¡tt ifiL-¿rrtt )'§/.t.J re¡pectiuo¡ c¡.nfrol¿s.rfu ¿l/a.
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Re¡ultadas

3.6. Estuüo de la ¡elación entte el metabolismo de los poliP y la

exptesión de los genes del tegulón Pho en A. fetooxidans.

Para intcntar correlacionar la cxpresión de los genes del regulón Pho de -4.

-femtoxir/dns con los cambios en los nir.eles de poLiP se tolnaf()ll células dc un cultivr¡

creciclo en ión ferroso con 0,17 mxl Pi v sc im¡cularon en un meclio sin Pi. Se mrdiri el

crccimiento v sc extrajercn v cuantific¿ron los poliP a 1os tiempos inclicados (Fig. 1U).

Figura 18. Niruh.r de po/lP dwonte el tttrittieúo tlc -4. .frltotxulsa! u »edio m ióu fimt.vt.1' .¡itt Pi. .f e

inocal¿ror ci/alat prot atietÍe.t de un cl/firo ¡ott Pi d nedia ;in Pi, v dúenrinti el ¡e¡iuieúo (et caddrados

rujot) 1, lor nbehs lc foliP (en rorubot dttt/e:) a diÍinlot tittttpo.r fu la can'a de crecitnitt¡trt
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Rt¡nhado¡

Al obsen-ar la cun'a de crccimiento en carcncia de Pi mosttada en la figura 19

notamos clue el cultir.o como va cs sabido es c^ptz de crcccr x expensas del poüP

durantc ur¡. tr2spaso. Cuando mcdimos los nilclcs cle poliP notamos quc a las 60 h ya

estos caen casi a cero, 1o que nos indica que el poliP se ha utilizado para el crecimienttr

dc,4. Jirooxidanl Par¿ obsen-ar la cüsrninución dcl conteniclo de gránulos densos al h¿rz

de electroncs que corresponclen a los pr>liP, se tomaron fotografías cle TL,N'I dc ias

células a trcs ticmpos del experitncnto (|ig. 19). Coflsistentcmcnte con lx mcdición

bioquímica de k¡s nir,eles de poliP Ílotemos en las fotog'rafías tomadas a las 60 r'140 h

de crccimicnto en medjo sin fostato que las células se alargan v quc los gránulos dcnsos

al paso dc 1os clcctrones desapzrccen.

0 h-Pi 60 h-Pi 140 h-P¡
Figura 19. Attáli¡i.r »rcdiante T'Li.ll de la pnrncia de gránalot de fr,liP en ¡1. Jiru¡oxidan¡ dlltt fe

o¿¿it¡¡irlto en ueiio .¡in Pi. .lt tantaron foltt¡ a /¿.r ¿en (,!, *suta (B) 1 cietto ourenfa horut (C) de

trecittie a et carencia d¿ Pi.

Irara averiguar si existe un cambio en la cxprcsión de los gencs y'p.& ¡'1px en krs

tiempos en los quc se cleg,tadan krs poJiP, se midjeron los nivelcs dc transcdtos para

69



RLvlala-¡

estos genes mcdiante PCR en tiempo real. l,ucgo del traspaso ,le u¡ culiivo crecido en

irln ferroso al mismo mcdio sin Pi. Sc extraio RNA a ttes tiempos; 0, 20 y 40 h post-

traspaso y se midicron los nir-elcs relatir«rs dc transcritc¡s para los genes y'p k, ??x Y pn\2.

(t'ab1a 10).

Tabta 10. Et'erro de ta aulenia de Pi vthte los niuele.¡ relatit't'.¡ de tran,tifo¡ fata /a:4rer ¡p! 1 gp¡

(ariba) -y p:fE ) 16 kbEa), nanftJicadtt ttadiat¡te PCR en tientpo tcal. .le nue.¡trutt lo¡ raloru dt

i tctión de cala.gen relatirts al tietttpo cero.

Valot de N" Copias Nivel de
Ct relativo inducción

Valor N" Copizs Nivel de
de Ct rclativo inducción

27,8 1,3 x 105 1

21,3 1,2 x 10¡ 17

23,2 2,4 x 106 17 
'1

5,3 r 104

4,4 x 10'

24.4 I1,.5 x 105 15,2

Valot de N" Copias Nivel de
Ct relatiw inducción

Valor de 1\Í" Copias N&el de
Ct relatívo iaducción

(r,2 x 101

5 x 10i

6,6 x 10i

28,2 7,1 x"LU

19,5 1,2 x 10r 270

18,5 2,3 r 10r 309
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Como se obsena cn la tabla, el gen FtS2 cs el que muestra un ma\ror áufllento

en sus niveles dc transcrito en la concüción de ausencia dc Pi v se udlizó como contrt¡l

positivo cle respucst2 lrente a la ¿usencia carencia cle Pi. l.os genes /1,€ v py'x también

2ument¿n sus nir.eles de ttanscrito a las 20 ¡'40 h post-traspaso. F.l aumento de los

nir.eies de transcdto para el gen P?¡ quc codifica para una exopoiifosfatasa, es

cc:,nsistcnte con la cída dc los nir.eles de poliP en la situación dc carencia dc Pi trl

allmento de lr¡s oivelcs de transcripción del gen pp,(, que codifica para la polibsfato

quinasa, podría scr consistente corl csta caída de acuerdo al cquiJibrio que exista entre la

síntesis v la degradación del poliP debicler a clue la PPI{ pucde catalizar la rczcción

rer-crsa dc ia síntesis de poLiP, gcnerando ATP.

Para ar.criguar si las células crecidas en tbsfonatos son cáP2ces de acumular

poliP, se tomarofl cólulas en la tasc estacion¿riz cle cultivos crecidos en ión fcrroso

como fuente de cncrgía v N{ Pn v L,-Pn lm}I como fuentes de Pi y se les detcrminó el

conteniclo de poliP. Se detetmjnó tamirién cl nivcl de poliP de un cultivo crecido en iirn

feroso con 0,17 mX'l Pi 1 de un cultir.r¡ sometido a ausencia dc Pi durante 72 h fig.

2Q. Se obsena quc krs cultivos crecidos cn fosfonatos acumulan un muv baio nivcl dc

poliP al comparar cc¡n el cultivo crecido en ptesencia de Pi. Ilsto puede dcbcrse a un

probicma dc disponibiiidad dc Pi para la síntesis de ATP, que cs cl principal sustrato a

partir deJ cual sc gencra el polil' en la cólula.
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o 45000
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a 40000

P 35000

E 30000

k 25000
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Figura 20. l.t ¡h, t/,/ rhri,,c'tto d, 1. lirrouxid¡us,q tt,tti.aa",r 'nhli ¡ot a¡v¡¡r: ¡/'1,./iP p, i¡qti td,t a

drntcha « graficar /os ttitrlet rfu ¡,0/iP p¡ra tr c iitto cn¡ida an Pi, cott 72 lt le hn$aut ¿ m«lio .¡in Pi, m

ru/tira er lI Pn.1t un utlfiut ntddo n F,-Pr I t¡¿[f. I'odol la¡ rubito.¡ confenían ifu finvsr., catto .fienie de

ueryía.

AI obsen at las células ctecidas cn NI-Pn r, Ir Pn mediante T'LNI, fig' 21),

descubrimos que estas flo son capaces dc acumular gránulos densos ni paso de los

clcctrones ai comparadas con un cultivo crecirlo en prcscncia de Pi.

Figura 21. l1t;to d./ rr,t,,t.i,aro d, 1. t, ¡"n0.'id¿tt, tt/ ltt[tattn/.-t -tt,l]r' tn ñr"r'' ltt/d rh ;r¿t ¡¡/¡1.t ¡l¿ ¡o¡:¡t

leterntittatlot par'I'El[. ]¿.¡,:í/ a.¡ ¡e c:icrar ¡an Pi (A), )'Ih 7 tÁL,(B) yL:-Pt 1tÁ'I (C). Et lttdos

las culti.,o.r se erupkí ién.finaso cono ursfrafr., oxidohle.

t2

(-Pi) 72 h

A B c

ftÉ.fu.E,ffi
go"r

tJ
*

500nm



4. Discusión.

4.1. El Regulón Pho de á. ferrooxidans.

Fln nucstro laboratorio iniciamc¡s la búsquccla dc un regulón Pho en l..fin'ooxidans e

partir de la sccuencia N-tcrminal dc Ia Proteína PstS, que tue aislada de un gel

bidimensional realizado con ias proteínas totales cxtraídas en cr¡ncliciones cle carencia

de Pi (Sccger v Jerez, 1993). A partit de cstc dato v con la avuda de 1a secuencia, en un

principio parcial t,¿hore r,a completa del gcnoma dc csta bacteria (lltr:]rgr.otg) hemos

encontrado genes homólogos al sistema plaB /phoR- qte se encuentran junto al sistcm2

dc transportc Pst, codificado por los genes p:t.lCAB-pbot;, el cual es un subgrupo dc

gencs pertenecicntcs el regulón Pho que se encuentra más amplianrente consen-ado

entre las t¡acterias. En A..ferrooxidan¡ existc la particularidad que cl gcn ppx sc encuefltra

ubicado rio abajo del gtl ?ltl(.i §'era v col., 20i)3). También hemos encontrado quc

existc una duplcacrón truncada dcl sistema Pst que comprende los gencs psl!:2C2.12, 
.t.

un operón pfu doncle sc encuentr2r codificada la C-P liasa quc cs 1a principal enzima

responsable de 1a degadación dc fosfonatos en bactcria. Tambtén, podrían lormar

patte .le este sistema el tr;rnsportador de Pi codtficado por el ge¡ ?l)a81L :- 12,

politbsfato quinasa, coditicada por cl ge\ p?k.

\lediantc ]a técrica de m;rcrorLrrcglos de DNA que se diseñó e implcmcnt(; cn csta

tcSiS hemos mostfado no solit .luc cstu\ gLncs sc c\Fresan, sin¡¡ Umbién que sus nileles
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dc ranscdtos allfllenten cuendo las células se somctcn e uná carcrlcla de Pr. Algunos dc

los clatos obtcnidos tucron validadr¡s mcdiantc la tócnica de PCR en tiempo teal.

De1 análisis dc los datos de macroartcglos dc l)NA obsen-amos que los valorcs de

jntensidad dc las señales obtenidas en Ias membraflas para los distintos genes

estudiados \.atían en ccrca dc trcs (irdcnes de rnagnitud entre Ia señal más intcnsa l la

menor dc cllas. Esto guarda una estrecha rclacitín cc¡n los nir-eles de transcritos

eristentes para cada uno dc los genes presentes en la memt¡rana. Para los genes clue se

encucntran ubicados en un operón se ha c¡bsen-ado que existe r.ariación entre los

¡,.alores de intcnsidad dc scñalcs dc hibridación, 1o quc podría dcbcrsc a 1a presencia cle

regiones de alta estructura secundaria en el mRN,\ quc dificultcn cl ecccso ai partidot

quc dirigirá la síntesis de1 cD\,\ a slr z()fla clc hil¡ridacrcin corrcspondicntc, la posible

degradacic'rn dc 1os mensajeros policistrónicos v ia presencia de promotores internos r

de sjtjos terninaclores de la transcripción (i{ro1 r. Bcckcr, 2004). Rccicntemente se h¿

dcscrito que para e1 operón psl.l(AB-pltoU dc Clostrjdia¡ry acetoba!,licr»t cxisten dos

ttanscritos, que lueron caracterizadr¡s mcdiantc Northern blot. Uno de ellos mrde,l,7

kb t'cotresponclc al mensajero de todo e1 opcrcin, nicntas que el otro ranscrito de 1,2

kb que codifica solamente para e1 gen lrtt, cs c1 más abundantc ,v su nivel aumcnta

cuando 1a bacteria es sometida a 1a carcncia c1e Pi en un quimiostato (Fischer v col.,

2006). Es posiblc entonces quc la malor intcnsidad obsen.ada en las membranas cle

macrcrarrcglos cle DNA para los gcncs lilt v especialmente par¿ el gen pst,f2 de t1.

.flmtrt.xidans sea cl reflejo dc l¿ existencia d,:. alg'un tipo de reguiación más complcja dc 1os
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opcroncs. Futuros cxpcrimcntos dc cxtensión clel partidor r- dc "Northern blot" con

sonclas para los clistintos gefles in\.olucraclos nos entregarían una melor inilrrmación

:rccrca dc Ja expresión de Lrs genes prLl'r- debedan entoflces permitirnos enter')der mcjor

1a regulacir'rn dc 1a fanscripción de estos genes.

Nuestros métodos dc búsqueda no pemitieron definir la cxistcncia cn l.

.fi»or.,xilars de dr¡s de los elemcntos comlrflcs cn ios rcguloncs Pho dc las l¡acterias.

Dentro de estos, podría espetarse la existencia de malcos de lectura que codiiiqucn para

algunl ptoteina de mcmbrana cxtcrna \: para aiguna fi>sfatasa.

Se h¿ dcscrito que la proteína Ilholl actúa uniéndose a 1as cajes "pLo", <1ue están en

1as regioncs 35 dc los genes que irrrman partc dcl rcgulón Pho (I{imuta i- co1., 19ii9).

F,n esta tcsis hcmos encontradc, <1ue las sccucncias r.ruclcotíclicas dc las posiblcs zonas

promotoras de 1os gencs ploB 
.s' 

ps/.\' 1 dc A. .firraaxidan¡ ljer.eo un altr¡ ni,,'el de iclenticlacl.

EI srtro de inicio clc la transcripción del gen pLc,B da cuenta de la existencia cle un

promotor cluc sugiere que esta caja 7/a scría t'ur.rcional. Tf sto nos pe:mitirá utilizar estas

dos sccuencias cc¡nscn adas para construir un consenso de posrblcs calzs pl.to r- rcalizer

un barridr> cn cl genoma de A. ftnoaxilans con cl objcto dc cncontrar nuevos marcos dc

lectura abiertos que podríar.r pertel.recer al regulón Pho clc est..r bacteria r no tuero¡r

cncc¡nirados en esta tcsis.
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4.2, Posibles transportadores de Pi en á, fettooxidans.

.4. ./in'ooxidan.r no poscc transportadores de fcrstato del rpo Pit, los cuales nc,

discrimin¿n entre Pi v Arsenizrtc¡. Esto podría contribuir al alto nir.cl de sobrevivencia

Jc ln hacreria qn.rmbicnrc. cnn roncs ¿r!enntñ.

F.1 gen pho9lL d,e A. .firuto.x-ida¿r se ubica río arriba de 1os genes ph en cstc

micrciorganisnto. Este codifica pera una ptoteína homóloga ¿ la Pho84, uno de los

sistcmas transport¿rdorcs dc Pt de .\'. muiljae, que lunciona en concliciones ambientale s

ácidas (pH 4,5) en esta ier.adura. Pho84 pcrtcnccc a Ia "NIFS", que se caracterizan pot

fi.rncionat potencialmcntc cor.no sistemas bidireccionales de transporte (Persson v col.,

2003). I-l,l :rnáLsis dc 1os genomas drsponibles de otrc¡s c,rganismos acidófilos, arclueas

actdófilas para set más ptecisos, con respecto a 1os probables sistemas transportaclores

de Pi mostrdi como resultado la cxistcncia en todos eJlos de transportadores del tipo

Pho84 (Áh.arez v Jcrcz, 2004). Este hallazgo reafirma a Pho8.ll- c()mo un probablc

transportador de Pi pcrtcneciente e la \IFS en el acidcifilo c\tÍcn1o .!1. fin'oo:x.i¡lor. La

prescncia c1e dos genes 7rl! funcionales, de los cu:rjes el gen lrl!2 cs c1 quc más sc

incluce en la condición de carencia clc Pi puecle dar cuenta dc una adaptación crolutir-a

de esta l¡acteria para sobrcr-ivir en ¿r.nbientes oLigotró{icos dc fosfato. EI gen lsLt2 no

se ubica en cl opcrón fsl cnnófiicct enconftado cn todas las bacterias que poseen e1

regultin Pho v es el quc prcscnta un menor porcentajc dc idcntidad de secucncia a nir.cl

proteico con la PsLf dc l:. co/i. -,\l analizar cn la base de daros de COGs dc \-CB-t

obscn-¿rmos cluc se encuentrao gcncs hom<ilogos a psl.l en gcoomas de organismos
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pertenecientcs a los dominios Archaea 1' Bactcria, cncontrándosc pará1ogos dc l.rlf cn

los gcncrmas cle las arqueas Llakth¿leiun sp., )lef/tarobacleitn f /)u1zotl/folt'o?1itzz¡ r' en ios

gcnomas dc las bactcrias Lactotttus /ar/i-r,.l.1tnccfi6q¡¡i.r sp., Ewl.ritbia ¡tli ()157 H1 .:-

FIDI-933, P*'tdortonas aerugint,sa, l"ibrio cbr.,hn4 l[ynbotuimt hprat t ]flt,bnleiuttt

trberrulosis. En cstc irltimo microorganismo se ha mostrado que existcn tre s genes f.i/.t \-

mcdiantc anticueryos nonoclonales se ha mostrado quc 1as proteínas PstS sc

cncuentran en la superficie de l/[.l,tobacleiunt bot.i.r Q,efevre v co1., 199]. Scgún estos

'.iutorcs, 1as duplicaciones dei gen l.r/,! en el gcncro )4l,raborftitttt podrían ilar cuenta clc

una aclaptación de este patógeno intracelular a la carcncia dc fostato er.t sus ambientcs

alternativos clc ctecimiento, como citopJasma, lagosomas r' lisosomas, rlonde la

conccntracioncs cie Pi r, el pl I pueden vari:rr. Aclemás, recienten-rcntc sc ha 1:eportado

qnc c1 gcncrma del diazótrofb rrra,tino Croco:pbaerd val¡anii cxistcn trcs coPies del gen

p.rrl. Sr bicn no sc han realizado estudios cle la exprcsirln dc cstos gcncs cn e1 transcurso

clcl ticmpo, uno de los gencs mostró ufl aumcnto cn los nivelcs de tr,.rnscrit,¡ en

condiciones c1e carcnci¿ dc Pi (Dvhrman 1' Halcv, 2tX)6).

4.3. Metabolismo de los poliP.

Los gcncs relacionatlos con e1 metabolismo de los pcitP en A. Jittt.\#.//.r lruestran

una organización mur, diferente a la presentc cn otras b¿ctcrias. E1 gcn ¡p,4 cstá aiejado

dci genlróx en eJ gcnoma \- c11 csta tesis se ha mostrado que se transcribc como una

unidad ttanscripcional monocistrónica, micntras quc 1os gcncs cicl sistema y'l:allR-

Pril^C-/1B-?haLi -ppx sc trenscribiríaÍr ]Lrntos, al mcnos colno ufle unidad transctipcional
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clc ocho gcncs. Hemc¡s demostrado quc cxiste un aumento dc ccrca de 9 v 18 vcces en

los nivclcs clc ranscritos clel gen l1x a las 20 h I 40 h post traspaso a1 mismo nrcdio sin

Pi. F-ste aumento se correlecione ct¡n ia caída cle 1os nir-eles de krs poLiP durantc 1¿

rcspucsta a la carcncia dc Pi v por ende, permite posicionzr a krs poliP dentro del

moclelo de respuesta a le c¿rencia de Pi ,Je ,t1. -[enoo.xilars Gig.22), r'a que al aumcntar la

actividad PPX se generatía Pi a pardr clc pc,LiP, c1 cuai podría utilizarsc para c1

crecimiento. En nucstr() laboratorit¡ se ha mostrado previamentc quc La actn'idacl PPX

alrmcflta en células crecidas sin Pi r', mediante "\Ycstcrn 1¡1ot", se he detectado una

mar,or cantidad dc la proteína PPX de ,4..linooxid¿n¡ cuandc ¡ ias cé1ul¿s se crecieron en

ausencia de Pi (Álvarez, 2003). Estos resultados no excluven la posibiliclad dc quc hava

regulaciones postraduccionales de la actividad catalítica, además dc 1a rcgulación

transcripcional, mediacla, por ejemplo por metabolitos como eJ (p)pp(ipp.

Cuandr¡ sc traspasa un cultir-o de /. ;fermoxiddns t un medio sin Pi ocurrc una rápida

degradactón de1 poliP, lo que indica que en estas condicione¡ 5us funci()ncs son

principalmente energéticas. La desaparición del poliP podría deberse i) a Ia actrr-iclad

reversa de la PPI{, pudicndo ufl c¡rc cas(, actuar c()m(, t-uLntc dc r\TP en caso que 1a

carenci¿ clc Pi genere una disn.ünución efl lrl conceÍrt*lción de ATP citoplasmárica o ii)

a la actividad cxopoLilosfatasa de la PPX, que como se mencionó anteriormente,

generaría una disminución de 1os nir.eies de poJiP producto de 1a hidrólisis, tbrmando

así un aunrento de la canticlad cle Pi, que podría utilizarse para la síntesis clc r\TP o para

un tl ansporte hacia cl mcdio extracelular.

78



Disutsitix

,z\ p¡ I pssz )

ie"tsr) ("tsf,^ (ess)

-/ ,1;^\---lP¡
6J)pi/ \---/ (

-f ,---='-- \a
r:'ci:F t ppk ,+ATP

Activa la transcripción
de los genes pho

Fíguta 22, Esqnewa hipotético tlel metdboli¡mo de/ Pi en A. Jirooxidans. E l lrdnsorte de Pi a traués de la

menbrana extema podia ertar dado por la poixa de ruertbratta €xíema Omp 40 o t/g/a d olra lroteínd qae

.¡e enclufilre baja el canfrol del regtlfu Pbo. Por oÍnt lado' para fa.rar la uembrana ifitentd, eJ Pi padia rer

tran.\ponada Par d¡)¡ ¡i¡lcrna¡ de acuerdo a ¡a biodi¡panibilidad. Caando bay.t'o:.fato ttficiertu' la proteína

Pho84 podria contibtir al transpofie de Pi, actuando er r¡n?aie Nn Prltotxes. En candicjane¡ de urercid ie

Pi, éste rcría ca?tad| en el peiPla¡na ?0r lar Pttrf¿íl1dr l)rts. E¡Peialrnent¿ la P§52, qte se er:presd en una

malor cantidatl. E¡ta¡ canduiian el Pi ha¡Ía el si¡tena de transpoñe actiuo Pst, en el utal lat;funcionu de la¡

praninas PstA 1 PstC Pa¿idn .wr au@lidar ta to ?or PÍAl -)' P¡tCl cano por PstA2.7 P¡l'2. l¡

condición de carcnia tle Pi actbaúa la ex;pre:ión de e.rtt» geru a travá¡ de la actiuación del ¡i¡/ena de do¡

conponentes lomtaio por PILaB/Phok La degrarlaión de los poliP podia estar dada par la actiuidad PPK

retrrsa en nntlicione¡ de carencja de ATP o por la actiuidad exopohJosfatasa de la PPX en cordicion¿¡ de

carencia de Pi, dontle la e:,1ruirin del regulén Pho tendia ma inflaencia poritiua en los niut/tt de expruiír del

gen !@.
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L. ct,li acumula poltP a1 inicio c'lc la tise logarítmica dc crecimiento v cn la tase

cstacjonarie. Cuando un cultir-o pasa a 1a fase exponcncial de le cun.a de crecin'ricnto, e1

nir-cl intracclular dc poliP cae entre 5 v 10 r.cces. J,a dinán'rica dc acumulación I'

utilización de1 poliP muestra sin ducla quc las funciones prioritarias de1 poliP dcbcn ser

como luente de energia i como fuenre de Pi. La asociación dc 1a acumulación dc poliP

ci¡n la Limitacirin de algunos flutricntcs e inclusir.e en situacioncs de estrés, quc son

acompañadas de car¡bios bruscos cn condiciones ambicntalcs sugiere quc

probablcmcntc cl poLiP sca un enlace entre estas situaciones \'los sistemas globales de

respuestx. Prodlrctos relacionados con e1 poliP, guanosinas tctra \,penúfostato pueden

pr()vccr cstas furiciones. Se ha demostrado que bajo ciertas condicioncs de estrés, Ias

guanosir.tas tctrafoslato pueclcn inhibit la dcgradación hidrolítica del poliP dcbido a q,-re

:rctíran c()mo inhit¡idorcs dc la PPX, sin alectar la función de la PPI{ e¡ I'.. cali

(Kornbcrg v col., 1999). Se ha descritc¡ qLrc cn csta bacteria los gencs ,órá,t \' y'p¡ r()

forman parte del regulón Pho debido a que fusic>nes traduccionalcs «tn c7 ger, lacZ r'ct

conclijcron a un elrmcrlt() dc la actir,idzd p-galactosidasa en condiciones de carcncia de

Pi (trIcrr<rhcrshi v col., 20tJ2). l1 contrario, flLrcstr()s datos sugieren que en ./1..f¡rm»;il.l r

el mctabo[smc¡ dcl poliP sc enclrcotra Ligado a 1a cxprcsión dc1 regulón Pho.

Cabe mencjonar que et Acintttbaner -rp. I'DP1, el cual es un organismo acumulador

de poliP, sc ha dcmostrado quc c1 gcn 11,( ricne 2 promotores v que uno c1c clkrs cs

inrlucible en carenci¿ dc tbsfato, aunquc no sc ha enconttado en este organismo una

secuencia tipo cale pbt cn su rcgión prc.rmotora (Geissdotttr v col., 1998).
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4.4. Metabolismo de los fosfonatos e¡ A. fetrooxidans,

En csta tcsis se ha mostrado tambión 1a prcsencia de los genes plzC-Jt[, codificantes

para lzr (i-P Liasa que ha sido dcscrita e¡t E. ct,/i,v en otrás bacterias como 1a principal

enzima involucrada en 1¿ degtadación cle los foslonatos debrdo a su amplio rango de

sustratos) que cr>mprcnde desde alquil hasta aril fosionatos (l{ononor-a r

Ncsmcyanova, 2002; Parker.v col., 1999; 'I'ernan v col., 1998). l{ecliante la técr.rica dc

macroarreglos cle DNA hemc¡s obsen'ado Lrn aumento ler.e de los nir,eles de trar.rscritos

dc cstos genes en carencia dc Pi. Sin cmbargo, su mavor aumcnto (cntrc 10 20 r'eces),

se obsenó cuanclo el RN-A se extrajo de céL-rlas quc sc cncontraban en la f¿se

cxponcncial cle la cun a de crccimicnto con II-Pn 1 m\[ comc¡ fucnte íinica de Pi (Fig.

i9). Basándonc>s en los resultados obtenidos, proponemos un esquemz hipotétrco de1

mctaboLismo de fcrsfon¿tos ea A.;f:rraaxidtn (Figura 23).

r\1 analizar en detallc la organizacicin física del operóo ,óltn de A. .fin-ooxidan.r se

obsen an algunas clilerencins con respect() al operón phn dc 8,. nli (Fig. a): (i) Los gcnes

lhnCDF. flo cstán en A. .ftrntoxidttn¡. En E. r¿l¿ cstos forman partc dc ur.l sistcma clc

union I t(ansporte Qlctcalf v \\anner, 1993), que posee no solo la cepacided de

transportar fbslr¡natos, sino tarnbién ésteres de losfato, fosfio 1 fostato no sc

encuentran prcscntcs en e1 genoma de A. f,:rrtrtxidan.r. Nfediantc cl cstudio dc dclccioncs

cn c1 operónf/rz quc mantuvietan e1 fenotipc.r de 1a actir.rdad dc la C P liasa sc llcgri a la

conclusi<in dc que los genes ?ltrCDE no son cscncialcs v quc la ruptuta dcJ cnlacc C P

podría ocurrir cn la superficic dc la membrana interna, ljberandc¡ ci compucstcr
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carbonado al periplasma, lo que confirma las observaciones qoe E. coli no puede utilizat

fosfonatos como fuentes únicas de carbono (Yakovleva y co[., 1998).

I
Pi + ATP

no
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C-P liasa

P.. .¿P

GD@ Citoplasma

Pi Activa la trascripción
de los genes pho

Figura 23. Esquena bipotético d¿l metaboüsmo de fo:fonatot en A.lerooxidan¡. En nn¿lidarc¡ de carcncia

de Pi se aaiaaia el regalón Pbo, el aal induciia la expresióx de lot genes pbz, asi to»to del ger U!§2. A rivel

de l¿ membrena intcna, la actbidzdfo{onatasa del anp@o de la C-P lasa pettlithía lberar Pi, qw podría

ser trarz§poftad.o dinctamexte bacia el ritopksna o tlesde el peipksna bacia el dtoplasna por vr ¡istema de

oltd alnidql de tipo Pst- El nl de la pnteína PbnF no ¡e mcuntra dilrcidodo, pem podia octuar mmo nt

reg ddlr trarr¡crlPcTanal qu mantenga la expreriór del opeñx p[2 er prcsercia de Jotforutos.

ii) Er A. fermoxidant el gen phnF se encuentra al final del opetót pltn. El análisis de la

secuencia de PhnF ha mostrado que presenta un motivo HTH, por lo que se ha

sugerido que esta podría ser un reguladot ranscripcional. En -E- coli d ger. phnF se ul:ica

io arnba de los genes de la C-P lnsa, (pl:nG-Iv4) e¡ E. coli. iii) En A. fenaoxidans
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cxistcn genes honrólogos a los genes phnO r pl:nP tle E. co/i. F.1 ucn p|nO d,e F.. n/i

coclilica para una proteíoa que tiene secuencias en comírÍr con proteín:rs rrgulatorias t c1

ger' flLnP cod:{tca para una proteína accesoria no cscncial para 1a actividad C-P 1iasa. iv)

Fn ,'1. .firoo*danr, inmcdiatamcntc río abajo dc 1os gcncs 7lzC,-,1! codificantes para la

C-P li:rsa v antes de los genes ¡bnN x ¡LtnP de cxistc Lrfl marco al¡ierto de lectuta

coclittcante parrr una prctcína hipotética. Si bien hemos dem.rstredo qLre los gcncs plz(,-

,lJ sc expresan al menos c()mo Lrn opcrcin cn A..ftrrooxidans [ig. 1i), los va]ores cle

inducción dc 1os ni¡..eles cle transcrito para el gen codificante para csta proteí,ra

hipotétca, así como pata los genes 1l:zN t plsnF no nos permiten descartar l¿

posil>iJidad que en -,1. .ft:ntoxidans est()s tres genes sean patte de la misn¡a unidad

transcripcional. L-ln estudir¡ realizarlc¡ recientemcnte en toclos ios ger.romas completos de

bactcrias que poseen gcr.tcs para 1a clcgraclacicin clc foslonatos ha mostraclc¡ quc ei grupo

de los sictc gcfles que conforman la C-P liasa {"tl:nc -)t1, es el qr-re se encuellira mas

atnpliamente conscn.ado a nir-el del ordenamiento iísico cle los genes p/rz (Huang r- col.,

2005).

La capacidad de dcgraclar fosfonatos le puede conferir una r.entaja adaptativa a,-1.

-feroaxiduns para la colonización de ambientes oligotróficos lrente a otras bacterias clue

no poscafl la capacidad de crecer en ft¡slonatos dcbido a quc podría tcflcr acccso a unn

lucnte de fosfatr> único. Recientemente, se ha mostrado que en e1 genoma de 1a

cianobactctia djzzótroh Tichade¡nfun tq'thratu»t est¿n presentes krs genes p/:1.

Dhvn.nan r,cols. (2006) han mostrado que estos genes le conlerirían la capacidad dc
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dcgradar los fosfonatos presentes en los ambientes marjnos riebido a cluc 1a mcdiciór.t

de la cxprcstón clc los genes p/:z D .v phnJ cle bacterias aislaclas desde "blooms" marinos

mostró un mavor nilcl de expresi<in de estos gencs a1 comparados con controlcs

crecidos cn cl laboratorio en presencia dc Pi. La C P liasa no se encLrentra codificacla cn

1,.is gcnomas de otras cianobacterias I'ia capacidad única clc consur.r.rir fosfonatos

explicaría cn parte la prevalcncia de este microorganismc¡ cn ambicntes oligotróficos

marinos donde el Pi sc encuentrl en cunccntraciones del orden de nanomolar

(Dvhnnan 1. co}., 2006).

Sc hace ir.rtercsante;r\.estigar sobrc la capacidad degradativa de fosii.¡natos efl orros

nricrcror-ganismos qlrc comparten e1 hábltat natural de A. Jtn'oo^-iddn. L na l>írsquccla cle

llcncs ortólogos a 1os del operón I Ln en la l>actcita Ferol:lasna dcidar¡latus rcztl:.2¿da en c1

marco de csta tesis dio resultados negatir.os. Se necesitarán ma* stcuencias gcnómicas

cle microorganismos prescfltcs en ambientes biohidrot.retalúrgicos pÍrra inferir sobrc las

capacidadcs degtaclatir-as dc fosfonatos v determinar si esta es un¿ c¿racrc¡istica rinic¿

tle A..ftrraaxidans.
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5. Conclusiones.

Se ha dlscñado l r,alidado 1a construccic'rr de un macroarreglo de genes cle -!.

-fttLtoxidans -1 se ha iniciadc¡ la caracterización del regulón Pho dc A../rraoxidarr a nir.cL

transcripcional. Hcmos mr¡st¡ado que 1os genes de1 rcgukin Pho dc -t1. .frrr.'r,xidans sc

c\llrcsan v que sus nivclcs cle transcritos aument¿n en cc¡ndicioncs dc carcncia dc Pi.

De lc¡s dos gcncs .DrA de A. .ftrooxidans, ci gcn p.rt-\'2 es el que n.)uestra un ma\:or

nivcl de aumcnt() de los nir,eles dc transcrito en la condición de catencia de Pi. La

prescncia cle dos gencs psll tuncionales puede dar cuenta dc una adaptacicin cvolutir-a

de esta bactcria para sobrer-ir-ir en aml¡ientcs oligotróficos de fosthto, 2sí como tamblén

podría indicarnos que en una situacitin dc carcncia de Pl, La umón y el transporte de este

ión puccle estar dado cxclusivamente por sistcmas del upo Pst .

I-a presencia clel gen codiiicantc para una proteína hornóloga a la PhoS'l de

lcr-aduras, que just.rmcnte se encuentra ubicado río arriba dcl opcrr\n pl.tn sugicrc 1a

prcscncia de otra capacidacl de intetnar fosfato u organofosfatos. Fln condiciones de

prcscncia dc Pi, cl transporte cle cstc ión pudiese estar siendo rexLizadL)

1r. r\ , ,fi¡ ari,lm( nre pur (\l J prL'rein".

A. .fi»oot;iians cs una hacteri¿ acumul:rdor¿ dc ¡rcilP. Estos son consumidos al existir

carcncie ¡le lli .,'lrcmos mostrado que en A. Jirrllxilanr el metabolismo de este polímero

está rclacionado con la cxptesión clel regulón Pho debido a gue el ge PPr, que cciclifica
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para la exopolifosfatasa es cotranscrito con los genes del regulón pho y su expresión

aumenta cuando las células son sometidas a la carencia de Pi-

A. fermoxidars posee la capacidad de crecer en fosfonatos como fuentes únicas de pi.

La presencia de los gcnes pbx et A. Jemoidans puede conferide una ventaja adaptativa

ftente a otras bacterias que no posean 1a capacidad de ctecet en fosfr¡natos en la

colonización de ambientes .ügotróficos, debido a que podría metabolizar una fucnte de

fosfato alternativa.
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Anex¡,t

Tabla 11. Olryont,hifilo.t rrli/iado\ (tt sl.t l(.t¡.i.

Nonibre

Anexo 1"

secuencia
atggctaaaqtgat cgga 3'
gca ct t caaactggt qt l- 3'
atgccagccaaa caagt a 3'
taggqattctccagttcq 3'
ggacgaaga caa gglaLc 3'
a agcggcgaa t gt gga cgt 3'
t tgtga ccaat ccggaa c 3'
ctctgqqcqttgattcca 3'
aaqt c ct gacggacct gt 3'
gcgt tt ttat cgggtgga 3'
tgaagat caagggtgt gq 3'
t gta cat atqcggcga cq 3'
cgct ggt t cctga caqcc 3'
at gctgcat cgctt gaaq 3'
tat tqct ccat q cagqqg 3'
tgcgcca ca ct t cattacc 3'
at gqa cgatacccqcqat g 3/
at cgcggaaata aaqqgg 3'
cat gt acaaqt cggcgct 3'
ttgat cqtta cqgctag ct t 3'
t g at a t q c ca g aa a a cct 3'
acggt ggt agt gaacttt 3'
atgaat acggccaggaac 3'
ggtctcqccactgattct 3'
gctagtcttgagccttgt 3'
at ggccaqca aggcagtt 3'
aqqaggat ct gcag cgct a 3'
catttgcgcttttc 3'
atqgcagcat ctggcct gg 3'
t cttgaltggtgqcqa t gg 3'
ctaat c ccagcaagaagc 3'
accacatatttcccagcg 3'
tgatct ccaata cgct cg 3'
cat ctt ccatt qga cgaggt 3'
gqtagcagaaqaaat cqg 3'
gccct cggcaagga tacq 3'
gaat ggat cacqccggat 3'
atgctt cagtgccqatgc 3'
aqca ccaacccaa cgact 3'
qgaagtt t cagaagt ggc 3'
caccaa aqt acctt a cqc 3'
cqggat cgaattt at ctat gg 3'
caacggt gat ctat ccl g 3'
gaaattcgatqaagcgcc 3'

AfDnaK-N
AfDNAK_R1
AfGroEL-N
AfGroEL-R1
Af-phoB-N
Af-phoB-R1
Af-phoB-D1
Af-phoR-N
Af-phoR-R1
Af-phoR-D1
Af-pstS1-N
Af-pstS1-R1
Af*ps t S 1-D1
Af-pst S2 -N
Af-pstS2-R1
Af-psts2 D1
Af-pstc1 N

Af-pstC1-R1
Af-ps tC1-D1
Af-pstC2-N
Af-pstC2-R1
Af-ps tC2 - D1
Af-pstA1-N
Af-pstA1-R1
Af-pstA1-D1
Af-pstA2-N
Af-p s tA2 -R1
Af-pstA2 -D1
Af-pstB-N
Af-pstB-R1
Af pstB-D1
Af-phou-N
Af-phou-R1
Af phou-Dl
Af-ppx-N
Af-ppx-R1
Af-ppx-R2
Af-pe r-N
Af-per-R1
Af-per-D1
Af-phnE-N
Af-phnF-R1
Ar-phnF D1
Af-phnG-N
Af-phnG-R1 tcatqaccqcatqqtttc 3'
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Af-phnc-D1
Af -phnH-N
Af-phnH-R1
Af-phnH-D1
Af-phnl -N
Af-phnI-R1
Af-phnl-D1
Af-phn J-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-R 1

Af-phnM-D1
Af-phnN-N
Af-phnN-R1
Af-phnN-D1
Af-Hip-N
RioupPhoB
Af_ PhOB_R2
phoBPE
ppkl TNd
ppk14 Nd
ppkNH2
ppxld
ppx4 r
ppx6r
16S-for
16S-rev
AfphnGEwl
AfphnGRvl
AfphnJFr.Tl-
AfphnJRvl
Fw1-ppx
Revl -ppx
Fw1-ppk
Rv1-ppk
Fw2 -ppk
Rv2 -ppk
Forl-pstS1
Revl-pstS1
Fw1-pstS2

cccgcgaaa cgcagataa 3'
t gatggcat t ggat tgcc 3'
tcaqgcctcctctatttc 3'
tt t t ct ctgcctgccgag 3'
atgt cctacqt gq cagt c 3'
taagcgt t gcgca cgagt 3'
atctgaaactcccgcact 3'
ataatttcgcctatctcg 3'
qa cct qcgccaa atagct 3'
at acctggcagccctgcg 3'
qagtt a cagtt ccgtt cc 3'
aa t ccagcaaa cccg cct 3'
agacgggagtaaccgat c 3'
at gaa cct gct cgaagtg 3'
gt ttcgcct cctggatca 3'
tcgcgctatcctcagcat 3'
at gacgcagggt t tcagc 3'
ttt t ct cgctgt gggcat 3'
tct ggaaggct ggtcagc 3'
ctaacacgctcatactqg 3'
tgctt t cgt ggt aaagcg 3'
ct cagt t t cggacgacca 3'
at gqgcat ccgat cgt cc 3'
tcgtccagctca qgccqcagg 3'
tggccagat aat cat ccg 3'
cccccaggt ctgqagta ccgct t 3'
cgcggcggcgcaacaagcgaa 3'
ttccagcagcagcggtacgcgct 3'
ccat a t gt ctgagqt gcct qcgccggaaaagc3 '
gggca gcaccgaatt gat c 3',
aggcaagcgt t t acgctggg 3'
ttggc ccgcqat caa t t cgg 3'
t ggtgcctaagcgtact gagtgt 3'
ccgaagggca ct t ccgca 3'
ggt ct gggi qat ccct 3'
ctgctttatctgcgtttcg 3'
act at cgccci: acacg 3'
gt cggt gaagt cgagc 3¡
Ltt acct ctgcga ccg 3'
ccactcccaaagaac 3'
t t ga cgaagccaat aaca 3'
cgtaaagggact ctgc 3'
caggt gtct ccgat ca 3'
ct gct cctgttgt agt 3'
ct caa caaaga ccag c 3'
caqaa cgatgga ccac 3'
aagaaagaagt aaca cgtag 3'

Rv1-ps t S2 cat cact catqtaqqc 3'
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Anexo 2

Cuantificación de los niveles de transcrito relativos al IRNA 165 mediante PCR

en tiempo real.

La cuantii'lcacirin de krs nir.cles clc transcritos correspondieltcs a los genes

cstudiadr¡s cn csta tesis se utilizri con cl ¡róto,-1o dc dctcrmin¿cirirr de la al¡utrdancir

reletrra dc cirda t¡anscrito c()n rc-SPCCto al rRN,'\ 1(rS. l,uego de optrmr:zar las reirccit¡ncs

cle PCR cn ticmpo real sc constntt'enrn lls cun-as dc caübración cle acuerdo a lrr

clescritt¡ efl lnatcriahs v métt,clos. -,\l graficar el lalor dc Ct (ciclo cn el cual la

an'rpliFrcación del DNA comienza a -sef exponcflcial) r-ersus cl valor dcl logaritmci clcl

ní¡n'rero de cr.,pias dcl DNA gcr-rómico preseiltc cn ceda tubo, sc obtienc unr recta con

pendicltc negátila para cada gen. (-ot'to sc muestra cn la figura 24, sc construl-c¡on las

cur¡-¿s dc cirlibracitin para krs genes p,§/.\1, pstS2, ppk, pp-x, plto81L, phn(i, phil, y

rlLNAl65.

Para cacla mucstra dc ltN.-\ a r-ncdir, se sintctizri cl cl)N,\ correspolciicnte para

cada gen como tcmplado. Para cllo se utilizó cl mismo particlor r€l-e1so quc se utiliza en

ia rcaccitin dc P(lR en ticmpo real. Paraleltmontc sc -sintetiTó cl cl)N,\ clel gen clc

rRNi,\ 165 con Ia misma muestra dc RNA.

l,uego de reelizer las re¿ccioncs de P(lR cn tiempo rcl'Li co¡ cada templado de

cDN,\ v ies mismas condicioncs dc tempcratur2l de hibndación, crinccntrecitin dc sales

J,de partidore-. obtcncmos ttn i-alot dc (lt para cada mLrestra, mcdiante cl cuel podcm<>s

infcrir cl número dc copias de mRN-\ p¿ra ci¡da gen estucliado l' para cl d(\-- r\ l65 en
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esas condiciones. A1 dividir estos valores se obtiene el número de copias rrlttwo a, cada

condición y se puede obtener la vz;leción en los niveles de ttanscrito par c d^ ger,.
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Figura 24. Cunas de calihrdción (iTqaierda)1 de Jasión (derecha) lara los gene-r p¡i!§! (A)

pst§2 @, ppL QL pp¡ (D), oho84L (E), pfu§ (F), pltl G), :, rRNAl6S (H).

En la tabla 12 se muestra la ecuación obtenida para cada curva de calibración v la

eficiencia de cada una de las reacciones. También se mucstra un ejemplo del cálculo de

los niveles dc inducción del gcn 1rd2 mostrado en Ia figura 13.
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Anexos

Tabla 12, Cttruas de calibracitín obtexidat para cada gex ntedianle PCR en tieztpo real'

Gen Ecuación obtenida Eficiencia*
pstSl x= (y44,18y-3,'73 1.85

1.82
1.88
1.88
1.78
1.9

1.93

1.78

A
D

C
D
E
F
G
H

psts2 X= (Y-46,87)13,85
ppk x:(y-as,98)/-3,63
ppx x=$-a637)l-3,63

pho94l x=(Y-50,82)13,98
phnG x:(y-4s,83)/-3,55
phnJ x=(Y-45,03)13,49
l6s 7»l-3

*Po* rhrihok ,1, k eficiercia (E) v utitiTó laJitnción E= 101/', ,londe ¡ e¡ la ?endiente de la tecla obtenida

al grafiur Ct u/ s kg N' npnt

Ejemplo: Cálculo de los liveles de mRNA relativos del genl¡tS2 de la figura 13'

Lucgo de la rcacción de PCR eu tiempo teal se obtuvieron siguientes valotes de Ct:

Ct (-Pi) = 16,5

Ct (+P1) = ?4,7

Utilizando la curva de calibración patapsL!? y recmplazando los valc¡res de Ct en y, obtenemos

los l-a]ores de X

x- (y,46,87)/ 3,85,

x(Pi) = 7,3e

x (+?i) = 5,75

Aplicando la lunción antilog obtenemos el ¡úmero de copias de cDNA para cada condición.

N' Copias CPi) = 7,37 " ,r'

N' Copias (+Pi) = 5,69 ' 10s
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Anexos

De la m.isma manera para cl cDNA de 1(rS se obtuvieron los siguientes valores de Ct con una

ülución i /2500 del templado.

Ct (P¡ = 16,96

Ct (+I'i) = 16,93

En este caso, la variación de Ct no es significatir,'a ,v se asumió que los niveles de rRl'ir\ 163

son los mismos. En los casos donde existc variación en el número de copias de cada ¡RNA

1(rS se dividó el yalor de Número de copias del cDNA correpondiente al gen de interés gcn

por el r.alor de copias dcl 165.

Diüdiendo el numero dc copias del transcrito cotrespondiente al gen pst.f2 calculado en la

condición de carencia de Pi versus el obtenido en presencia de Pi obtencmos el r.alor de

inducción de la expresión de este gen en catencia de Pi.

7,81 \701 /5,69 x 105 = 138 veces.



Anexos

A,trexo 3

Tabla 13. Ctunttfcadón de lo¡ canbios de etpruión de kr genes del reglón Pho de A. rttraaxiddn¡

uediante nacmareglot dc DNA. Rtsaltada del apeinenlT de truQaso a nedio ¡in Pi dwante 24 h 'le

autesfra e/ nht/ de aar¡enf.o o disninación de niuele.¡ de tran.rcritos para hs gene¡ n /a ¡ilttación de att'rerda de

Pi co»?arudo con la¡ cíhla.¡ crecidd¡ can 22 ruM Pi.

Imógenes
Irrtensidad Relatita

"tr{ o Pi 22ilM cv o Pi

Yariación de
Intensidades

phoB

phoR

pstSl

pstCl

pstAl

pstBI

phoU

ppf

Ppk

pstS2

pstC2

pstA2

pho84L

phnG

phnH

phnl

phnJ

phnK

phnL

phnM

híp

phnN

phnF

groEL

sp¡ke'l

0,008 0,4 0,019

0,167 0,1 0,t42

0,037 0,2 0,053

0,018 0,1 0,016

0,011 0,9 0,006

0,022 0,1 0,021

0,01l 0,7 0,010

0,024 0,2 0,038

0,042 0,3 0,051

0,013 0,9 0,039

0,048 0,3 0,065

0,025 0,1 0,053

:; ! : o,eo8 0,1 2,0'7e

, 0,184 0,1 0,100

t :: ro,52e o,r 1,70

0,002 2,0 0,002

0,007 0,7 0,004

0,0r6 0,2 0,048

: : 0,060 0,2 0,517

:: 0,162 o,o 1,120

0,008 0,2 0,009

0,0r 1 0,6 0,025

0,005 0,5 0,009

0,031 0,2 0,076

:3 0,23? o,r 4,st'7

0,010 0,4 0,066

0 Pi/ 22 mMPi

1,0

0"5

3,0

8,7

69

1,0

23

t;t
2A

t9,l
6J

24
0s
tA
09

0,5

0,9

0,9

1,6

r2
2,9

tA
2,1

23

0,5

02

0,4

2,0

o)
0,2

0,3

0,9

0,3

0.4

0,1

0,1

0,1

0,3

0,2

0,2

0,2

0,5

0,2

0,4

0,3

0,1

0.2

0,1

0,1

0,2

0,2

0,3

0,20,866 0,1 1,201
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