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RESUMEN

Acidithiobacillus caldus es una bacteria Gram-negativa, acidéfila, quimiolitiautotréfica que obtiene
energia mediante la oxidacion de compuestos reducidos de azufre. El metabolismo de este
microorganismo extreméfilo estd directamente relacionado con procesos de importancia ecoldgica, asi
como también con la técnica biotecnoldgica de recuperaciéon de metales preciosos desde minerales
llamada biolixiviaciénéa. adherencia celular y posterior formacion de biopeliculas sobre la superficie
de los minerales contribuye a acelerar estos procesos, por lo que entender los mecanismos moleculares
que regulan la formacién de este tipo de estructuras multicelulares se torna relevante. En diferentes
especies bacterianas, el mensajero secundario diguanilato ciclico (c-di-GMP) promueve la transicién
desde el estado plancténico motil al estado multicelular adherido, favoreciendo la sintesis de
exopolisacaridos e inhibiendo la motilidad a través de diversos efectores. Los niveles intracelulares de
¢-di-GMP estin regulados por el balance de las actividades diguanilato ciclasas (DGCs) y
fosfodiesterasas (PDEs), las que sintetizan y degradan el ¢-di-GMP, respectivamente. La actividad
DGC reside en el dominio proteico GGDEF, mientras que la actividad PDE reside en los dominios
EAL y HD-GYP. Si bien estos dominios juegan un rol fondamental en el metabolismo del ¢c-di-GMP,

también pueden actuar como efectores de la via uniendo directamente esta molécula.

En esta tesis, se caracteriz6 una via funcional mediante c-di-GMP en At, caldus, 1a cual regula los
fenotipos de adherencia y motilidad en este microorganismo. En un inicio, anélisis bioinformaticos de
la secuencia genémica de la cepa ATCC 51756 de At. caldus se identificaron genes que codifican
proteinas involucradas con el metabolismo del c-d-GMP. Nueve de ellos contienen un dominio
GGDEEF, tres contienen un dominio EAL y seis contienen ambos dominios (GGDEF-EAL). Basado en
la presencia de aminoécidos clave en las actividades DGC y PDE, se predijo que siete de los nueve
dominios EAL serian funcionales como PDEs y once de los quince dominios GGDEF serian

funcionales como DGCs. De los cvatro dominios GGDEF predichos como no funcionales, s6lo uno,
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confenido en la proteina ACA_1412, podria actuar como efector de la via del ¢-di-GMP. Ademés, se
identificaron otros efectores putativos, algunos de los cuales estarian involucrados en la sintesis de
sustancias poliméricas extracelulares (SPEs). Se identificd6 un homdlogo del efector PelD de
P, aeruginosa, el que conserva los aminodcidos importantes para la unién de ¢c-di-GMP y un contexto
génico similar al operdn pel de P. aeruginosa, cuyos siete genes codifican para proteinas esenciales
para la sintesis del polisacdrido PEL. También, se identificaron ocho genes que codifican proteinas
efectoras con dominio PilZ, seis de los cuales poseen los motivos aminoacidicos descritos para la unién
del c-di-GMP. Entre éstos, destacan cuatro proteinas con homologia a proteinas de ensamble del pili
tipo IV y un homologo a la subunidad A de celulosa sintasa (BcsA). Experimentos de transcripcion
reversa determinaron que, a excepcidn de un ORF que codificarfa para una profeina con dominio PilZ,
todos los genes involucrados con la via del c-di-GMP identificados en At caldus se expresan,
sugiriendo fuertemente que este microorganismo cuenta con los elementos necesarios para establecer

una via funcional mediante c-di-GMP.

El anélisis de extractos ricos en nucledtidos obtenidos desde Ar. caldus mediante espectrometria de
masas revel6 la presencia de c-di-GMP, indicando que este microorganismo tiene la capacidad de
sintetizar este segundo mensajero, y por lo tanto, posee una o mas DGCs funcionales. Utilizando
ensayos de complementacion fenotipica en enterobacterias, se demostrd la funcionalidad de cinco
dominios GGDEF, dentro de las cuales destacd la DGC ACA_1413 por su categdrica respuesta. La
cuantificacién de los niveles de c-di-GMP en cepas de Salmonella typhimurium indicé que la cantidad
del segundo mensajero producida por las células que expresan el gen aca_I413 es cerca de nueve
veces mayor que la observada en los extractos de las células control transformadas sélo con el
plasmidio, lo que comprobé que ACA_1413 es una DGC funcional y que el fenotipo observado se

debe a la alta concentracion de c-di-GMP intracelular producida por esta proteina.
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Para indagar si la sefializacion mediante c-di-GMP en 4. caldus participa en la regulacién de los
fenotipos de adherencia y/o motilidad, se construyé una cepa mutante en la DGC ACA_1413 y se
evaluaron dichos fenotipos en las cepas silvestre y mutante. La inactivacion cromosémica del gen
aca_I413 fue generada mediante la técnica llamada “mutacién por intercambio de marcador”. La
mutacién fue comprobada mediante andlisis de “colony blot” y “Southern blot”. El estudio
comparativo de los niveles de c-di-GMP entre la cepa silvestre v la cepa AACA 1413 de 4t caldus
mediante espectrometria de masas determiné que la cepa AACA_1413 produce 3,5 veces menos c-di-
GMP que la cepa silvestre. Ademds, este resultado reveld que la DGC ACA_1413 es responsable del
71,6% de la produccién total de c-di-GMP, sugiriendo que la DGC ACA_1413 podria jugar un rol
central en la via del ¢-di-GMP en At. caldus, y también, en correlacion con el anilisis bioinformatico,
indicé que existen otras DGCs actuando en paralelo. Ensayos fenotipicos de las cepas silvestre y
AACA_1413 de At. caldus sugieren que la DGC ACA_1413 favorece la adherencia a sustrato sélido e
inhibe la motilidad flagelar de esta bacteria. La adherencia a azufre elemental fue evaluada
directamente mediante microscopia de fluorescencia y microscopia electrénica de barrido, e
indirectamente cuantificando las células plancténicas remanentes en los cultivos. Mediante estos
ensayos, se determind que en comparacién con la cepa silvestre, la cepa mutante posee una menor
capacidad para adherirse al azufre a tiempos cortos de incubacién con el sustrato (<1 h). Por otro lado,
ensayos de motilidad tipo “swarming” en medio semisolido, establecieron que la cepa AACA_1413
presenta un nivel de motilidad mayor que la cepa silvestre. El mecanismo por el cual la DGC
ACA 1413 afecta estos fenotipos es aiin desconocido, sin embargo el efecto en la adherencia podria
explicarse por efectores putativos homélogos a PelD), BesA y proteinas de ensamble del pili tipo IV.
Ademds, el contexto génico de aca 1413 indica que ACA_1413 podria regular el funcionamiento del
flagelo. Efectivamente, rio abajo de gca 1413 se ubica un gen predicho para codificar la vinica una
proteina con un dominio GGDEF capaz de actuar como efector de la via (ACA_1412), mientras que rio

arriba, se encuentran genes que codifican copias de FliL, MotA y MotB. ACA_1412 podria entonces




actuar como efector uniendo el c¢-di-GMP sintetizado por ACA_1413, reprimiendo la motilidad

interviniendo en el funcionamiento de alguno de estos elementos,
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ABSTRACT

Acidithiobacillus caldus is an acidophilic chemolithoautotrophic bacterium that obtains energy
from the oxidation of reduced inorganic sulfur compounds (RISCs), 4t. caldus metabolism is related
directly with ecologic phenomena and bioleaching, a biotechnological application by which valuable
metals are recovered from insoluble ores. Bacterial attachment and subsequent biofilm formation on
the mineral surface contributes to accelerating these processes, therefore the understanding of
molecular mechanisms that regulate the formation of such multicellular structures becomes relevant.
Different bacteria use the second messenger cyclic diguanylate (c-di-GMP) to promote the transition
from motile planktonic state to the attached multicellular state, by promoting exopolysaccharide
synthesis and inhibiting different classes of motility. Intracellular levels of ¢c-di-GMP are reguiated by
the balance of diguanylate cyclase (DGCs) and phosphodiesterase (PDEs) activities, which synthesize
and degrade c-di-GMP, respectively. The DGC activity resides in the GGDEF protein domain, while
PDE activity resides in two different domains: EAL and HD-GYP. These three domains play an
important role in ¢-di-GMP metabolism, but also can act like effector proteins by ¢-di-GMP binding. In
this thesis, a functional c-di-GMP pathway was characterized in A% caldus, which regulates motility
and attachment of this bacterium. By performing a bioinformatic analysis on the genomic sequence of
At caldus ATCC51756, several genes involved in the c¢-di-GMP pathway were identified. Nine of
them contain a GGDEF domain, three contains an EAL domain, and six contain both GGDEF and
EAL domains. Based in the presence of key aminoacids it was predicted that seven out of nine EAL
domains could be functional as PDEs, while eleven out of fiveteen GGDEF domains could be
functional as DGCs. From the four GGDEF domain predicted as non fuctional DGCs, only one,
contained in ACA_1412 protein, could act as effector of c-di-GMP pathway. Also, putative effector
proteins related to synthesis of extracellular polymeric substances were identified. An orthologue of
PelD form P. ageruginosa which conserves key aminoacids needed for c¢-di-GMP binding was

identified. It bears a similar genetic context to that of the corresponding pel operon, whose seven genes
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(peld-G) are involved in PEL polysaccharide synthesis. Additionally, eight genes coding proteins
containing PilZ domains were identified, six of which have key aminoacids for ¢-di-GMP binding,
Among them, four proteins related to type four pili (T4P) assembly and one orthologue of cellulose
catalytic subunit A (BcsA) were found. Reverse transcription experiment determined that, except for
one PilZ coding ORF, every c-di-GMP related gene detected was transcribed strongly in At. caldus,

suggesting that this bacterium have enough elements to construct a functional c-di-GMP pathway.

Mass spectrometry analysis of nucleotide extracts from A4t caldus cells showed the presence of c-
di-GMP, indicating that this microorganism is capable to produce it and therefore it posseses one o
more functional DGCs. By using phenotypic complementation assays in enterobacteria, five GGDEF
domains were characterized as functional DGCs, Among them, the GGDEF domain-containing protein
ACA_1413, showed the strongest phenotype. Quantification of c¢-di-GMP levels in Salmonella
typhimurium strains indicated that the amount of c-di-GMP produced by cells expressing aca_ 1413
gene is about nine times higher than control cells, This proved that ACA 1413 is a functional DGC,
and the phenotype observed is due to high concentration of intracellular ¢c-di-GMP produced by this

protein.

To investigate if c-di-GMP signaling in At. caldus participates in the regulation of attachment
and/or motility phenotypes, a mutant strain deficient in the ACA_1413 DGC was constructed. The
chromosomal inactivation of aca 1413 gene was generated by marker exchange mutagenesis. The
insertion was verified by colony blot and Southern blot. Comparative quantification of c-di-GMP
levels by mass spectrometry determined that the AACA_1413 mutant strain of At. caldus produces
about 3,5 times less than the wild type strain. Furthermore, this result revealed that ACA 1413 DGC is
responsible for 71,6 % of ¢-di-GMP production, suggesting that this DGC could play a pivotal rol in c-
di-GMP pathway in At. caldus.Moreover, in agreement with the bioinformatic this analysis indicates
that there are other functional DGCs acting in parallel. Comparative phenotypic assays suggested that
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ACA_1413 induce attachment to solid substrate and inhibit flagellar motility. Attachment to sulfur
surface was evaluated directly by fluorescence and scanning electron microscopy, and indirectly by
quantification of remaining planctonic cells in the culture. By these assays it was determined that,
compared to the wild type strain, the AACA_1413 strongly has a decreased ability to attach to sulfur at
short times of incubation with substrate (<1 h). On the other hand, the AACA_1413 mutant strain
showed a higher degree of motility in swarming assays on semisolid media. The mechanism by which
ACA_1413 DGCs act on these phenotypes is still unknown. One possibility is that the attachment
effect is mediated by T4P, PelD and/or BesA putative effector proteins. Additionally, the genetic
context of aca_I413 gene suggests its involvement in flagella functioning. This is plausible due the
presence of the aca 1412 gene downstream, which is predicted to encode the only GGDEF protein
capable to act as effector of ¢-di-GMP pathway, while upstream there are copies of fliL, motd, and
motB flagellar genes. Then, ACA_1412 can act as an effector by binding c-di-GMP produced by

ACA_1413, inhibiting swarming motility by interfering with some of these elements.
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1. INTRODUCCION

Los organismos capaces de vivir en condiciones hostiles o extremas, antropocéntricamente
hablando, han sido llamados extreméfilos (Macelroy, 1974). Ellos han sido aislados desde habitats
distinguibles por su aridez, radiacién, salinidad, acidez, temperatura cercanas al punto de solidificacién
o vaporizacion del agua, etc. Si bien los extremdfilos comprenden organismos tan diferentes como
protozoos, algas, hongos y procariontes, son estos ultimos los que dominan a medida que las
condiciones se vuelver} mas extremas (Howland, 1998). Ambientes ricos en minerales sulfurados
parecen desafiar el desarrollo de la vida con condiciones de acidez extrema, baja disponibilidad de
materia orgdnica y concentracion elevada de metales pesados, entre otras. Sin embargo, este escenario
no solo es tolerado, sino que es utilizado para el desarrollo de una variedad de microorganismos
capaces de obtener su energia a partir de la oxidacién de los sulfuros metalicos presentes. El
metabolismo de estos microorganismos estd intimamente ligado con importantes procesos ecolégicos,
tales como los ciclos biogeoquimicos del hierro y del azufre, y el fendémeno de acidificacién de aguas
conocido como drenaje 4cido de minas (AMD) o drenaje 4cido de roca (ARD). Asimismo, estos
microorganismos acidofilos son protagonistas de la técnica biotecnoldgica conocida como

biolixiviacion, la que consiste en la recuperacion de metales preciosos desde minerales insolubles.

1.1 (Bio)oxidacion de sulfuros metalicos

Los sulfuros metélicos son una de las clases de minerales mds abundante sobre la tierra. Su
composicién quimica consiste en sulfuro (S*) como anién principal y distintos metales como
contraparte catiénica, muchos de los cuales son de gran importancia econdmica. La oxidacién
microbiolégica de sulfuros metélicos como fuente de energfa es un proceso natural que se cree se estd
llevando a cabo desde poco después que la vida comenzé en la tierra (Wachtershauser, 1990). Este

proceso permite la movilizacién del catién metdélico desde el mineral insoluble y ha sido utilizado




durante las iiltimas décadas como técnica biotecnologica de recuperacion de metales bajo el nombre de -
biolixiviacién. Algunos metales recuperados mediante esta técnica incluyen el cobre, cobalto, niquel,
zinc y uranio. No obstante, esta técnica también es utilizada para remover sulfuros metalicos
interferentes desde minerales que contienen oro y plata antes de tratamientos quimicos para su
recuperacién. Debido a que los metales solubilizados no son recuperados, este proceso se conoce como

biooxidacion.

1.1.1 Mecanismo

La oxidacién de sulfuros metélicos es esencialmente un proceso quimico, en el cual el ion férrico
(Fe™) y protones son responsables de la separacién del metal y el sulfuro del mineral, No obstante, este
proceso se relaciona directamente con la microbiota presente en el mineral, debido a 1a capacidad que
ésta posee de regenerar el ion férrico y los protones consumidos en el proceso. Basados en los
intermediarios detectados durante la disolucién de diferentes minerales sulfurados, se han propuesto
dos vias por las cuales puede ser llevada a cabo este proceso: la via del tiosulfato y la de los
polisulfuros (Rohwerder y cols., 2003, Schippers y Sand, 1999). Si bien ambas vias utilizan el ion
férrico como oxidante, los minerales que son disueltos a través de la via de los polisulfuros ademas
pueden ser oxidados por protones, por lo que han sido llamados minerales acido-solubles. Por otra
parte, los minerales cuya disolucion ocurre a través de la via del tiosulfato sélo utilizan el ién férrico y
se han llamado 4cido-insolubles. En minerales acido-insolubles como la pirita (FeS;), molibdenita
(MoS;) y tungstenita (WS,), los enlaces entre el azufre y el metal se rompen s6lo después de una serie
de seis pasos consecutivos, consistentes en la extraccién de un electrén por parte del ion férrico,
resuitando ion ferroso y tiosulfato como primer compuesto sulfurado libre (Schippers y cols., 1996).

FeS, + 6Fe’ + 3H,0 — S,0,”" + 7Fe*" + 6H"
El tiosulfato es inestable a pH 4cido y es oxidado por el ion férrico y por bacterias oxidadoras de

azufre via tetrationato y otros politionatos hasta sulfato.




S,0:%" + 8Fe* + 5H,0 — 280,7 + 8Fe** + 10H"

En ausencia de microorganismos oxidadores de azufre, reordenamientos de la molécula de
tiosulfato a través de una variedad de intermediarios resultan en la produccién y acumulacién de azufre
elemental (Rohwerder y cols., 2003, Schippers y Sand, 1999).

8S,0:" — Sz + 8S0;%

Debido a que ¢l ion ferroso no es oxidado a tasas significativas a pH 4cido (Singer y Stumm,

1970), sélo microorganismos oxidadores de hierro pueden regenerar el ion férrico bajo esta condicién.
2Fe” + 1,0, + 2H — 2F*" + F,0
El Fe** puede volver a oxidar el mineral, permitiendo la solubilizacién del metal y la regeneracién

del ion ferroso en el proceso.

Los minerales 4cido-solubles como la esfalerita (ZnS), galena (PbS), arsenopirita (FeAsS),
calcopirita (CuFeS,) y hauerita (MnS;), son disueltos por la accién combinada de la extraccion de
electrones por ¢l ion férrico y por el ataque de protones. El enlace quimico entre el metal y el azufre se
rompe después de la unién de dos protones a este tltimo, liberandose sulfuro de hidrégeno. En
presencia de ion férrico, la parte sulfurada puede ser oxidada simultineamente, sufriendo una serie de
reordenamientos y oxidaciones via polisulfuros hasta azufre elemental (Steudel, 1996).

ZnS + Fe** + H' — Zn** + 1/2H,S, + Fe®* (1>2)
H,S, + 2Fe*" > 1/48; + 2Fe* + 2H"

En ausencia de microorganismos oxidadores de azufre, mas del 90% del producto de Ia oxidacion
resulta en forma de azufre elemental (Schippers y Sand, 1999), el cual puede actuar como un agente
atenuador de la oxidacion. En presencia de estos microorganismos, el azufre elemental puede ser
removido mediante su oxidacion hasta 4cido sulfiirico.

1/4 Sg + 30, + 2H,0 > 280, + 4H"
Debido a que los enlaces entre el azufre y el metal pueden romperse mediante el ataque de

protones en ausencia de hierro, los minerales 4cido-solubles pueden ser disueltos por microorganismos
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oxidadores de azufre (Garcia Jr y cols., 1995, Semenza y cols., 2002), los que son capaces de oxidar el
sulfuro de hidrégeno resultante del ataque de los protones via azufre elemental hasta 4cido sulfiirico,
regenerando los protones consumidos previamente por la disolucion del sulfuro metalico (Schippers y

Sand, 1999).

1.1.2 Microorganismos invelucrados en 1a biooxidaciéon de minerales

Si bien existe cierta variedad de microorganismos responsables de la biooxidacién de sulfuros
metalicos, todos ellos comparten caracteristicas que les permiten desarrollarse en ambientes con
condiciones nutricionales sencillas y acidez extrema. Algunas de las especies mas importantes en Ia
oxidacion de sulfuros metalicos se enlistan en la tabla 1. Todas ellas son quimiolitotrofas, es decir,
obtienen energia a partir de la oxidacion de compuestos inorganicos. Algunos microorganismos pueden
usar tanto el ion ferroso como compuestos inorganicos reducidos de azufre (RISCs, del inglés “reduced
inorganic sulfur compounds™) como dadores de electrones, mientras que otros s6lo son capaces de
oxidar uno de estos sustratos. Debido a que el oxigeno es el aceptor final de electrones energéticamente
més favorable, la mayoria de estos microorganismos son aerébicos. No obstante, algunas cepas de
Acidithiobacillus ferrooxidans han mostrado ser anaerdbicos facultativos pudiendo utilizar, por
gjemplo, el ion férrico como aceptor de electrones (Ohmura y cols., 2002, Suzuki y cols., 1990). La
acidez alcanzada por la oxidacién de sulfuros y azufre elemental es sin duda elevada, por io que otro
aspecto fundamental es la tolerancia y resistencia a ambientes con una gran concentracién de protones
(pH =<3). Las condiciones 4cidas son importantes para la disolucién de sulfuros acido-solubles, pero
también lo son para la oxidacién de minerales icido-insolubles ya que permite que el ion férrico se

mantenga en solucién, Ademads, debido a que el citoplasma de estos microorganismos posee un pH
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cercano a la neutralidad (Cox y cols., 1979), es posible la formacién de un gradiente de p¥l importante

para propdsitos energéticos (Elbehti y cols., 2000, Brasseur y cols., 2002, Dopson y cols., 2002).

Todos estos microorganismos son autétrofos o autétrofos facultativos por lo que el CO, presente
en el aire es su fuente de carbono. El aire también actfia como fuente de oxigeno y, en algunos casos,
como AL ferrooxidans y Leptospirillum ferrodiazotrophum, como fuente de nitrégeno (Mackintosh,
1978, Norris y cols., 1995, Parro y Moreno-Paz, 2003, Parro y Moreno-Paz, 2004, Tyson y cols.,
2005). Debido a la presencia de hierro y azufre en la mayoria de los sustratos minerales usados como
fuente de energia, la presencia de algin microorganismo en particular no estd determinada
absolutamente por el tipo de mineral, sino mas bien por la temperatura que experimenta el sistema, sea
este natural (salares y termas volcdnicas) o artificial (tanques y pilas de biolixiviacién). Los
microorganismos pueden ser clasificados como mesofilos, termofilos moderados y terméfilos
extremos. Estos tltimos se encuentran en sistemas que se desarrollan a temperaturas cercanas a los
75°C y su poblacion es dominada exclusivamente por microorganismos pertenecientes a la divisién de
las Archaess, cuyos géneros mas importantes incluyen Acidianus, Metallosphaera y Sulfolobus. Los
bacilos Gram-positivos pertenecientes a los géneros Sulfobacillus, Ferrimicrobium y Acidimicrobium,
en conjunto con las especies Gram-negativas Acidithiobacillus caldus y Leptospirillum ferriphilum,
son los microorganismos termofilos moderados méas abundantes en sistemas que se desarrollan a
temperaturas cercanas a fos 50°C (Dopson y Lindstrom, 2004, Okibe y cols., 2003) . Por otra parte, en
sistemas que se desarrollan bajo los 40°C Ia poblacion estd dominada por un consorcio de especies
mesofilicas pertenecientes a los géneros Leptospirillum y Acidithiobacillus (Baker y Banfield, 2003,
Rawlings, 2005). A diferencia de la mayoria de los bacilos Gram positivos y Archaeas mencionados
anteriormente, los que pueden usar una mezcla de diferentes fuentes de energfa y carbono (mixotrofos),
los microorganismos pertenecientes a los géneros Leptospirilium y Acidithiobacillus son
quimiolitoautétrofos obligados (Rohwerder y Sand, 2007). Debido a su temprano descubrimiento

(Hippe, 2000, Marsh y Norris, 1983, Temple y Colmer, 1951, Waksman y Joffe, 1922) y a su
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ubicuidad (Goebel y Stackebrandt, 1994, Goltsman y cols., 2009, Mueller y cols., 2010, Okibe y cols.,
2003, Rawlings, 2002, Schrenk y cols., 1998, Vasquez y Espejo, 1997), las especies pertenecientes a
estos géneros han sido consideradas las mds importantes en la oxidacion de sulfuros metilicos, y

consecuentemente, han sido las mds estudiadas hasta ahora.

1.1.3 Adherencia celular a sustrato energético sélido y sustancias
poliméricas extracelulares (SPEs) en Acidithiobacillus

La adherencia de células de Acidithiobacillus thiooxidans a cristales de azufre elemental fue
tempranamente observada mediante microscopia de barrido (Schaeffer y cols., 1963). Posteriormente,
la adherencia de At. ferrooxidans fue demostrada en sustratos como calcopirita, azufre (McGoran y
cols., 1969} y sulfuro de zinc (Gormely y Duncan, 1974), Experimentos cinéticos de adherencia de Az.
Jerrooxidans sobre pirita han demostrado que, en condiciones de superficie ilimitada, mas del 80% del
inoculo se adhiere al mineral en menos de 24 h (Bagdigian y Myerson, 1986, Dispirito y cols., 1983,
Gehrke y cols., 1998), lo que subsiguientemente puede resultar en la formacion de biopeliculas. Tanto
para At. ferrooxidans como para At. thiooxidans se ha demostrado que estas estructuras consisten en
una monocapa de c€lulas adheridas al mineral (Gonzélez y cols., 2012, Mangold y cols., 2008). La
disolucién de minerales como pirita, calcopirita y esfalerita ha sido relacionada positivamente con la
adherencia de dcidithiobacillus al mineral (Rodriguez y cols., 2003). Al igual que en otras bacterias, el
fenémeno de adherencia seria dependiente de sustancias poliméricas extracelulares (SPE) (Gonzélez y
cols., 2012, Harneit y cols., 2006, Pogliani y Donati, 1999, Sand y Gerke, 2006, Zhu y cols., 2012).
Hasta ahora, se ha caracterizado Ia composicion de SPE provenientes de At. ferrooxidans (Harneit y
cols., 2006, Pogliani y Donati, 1999, Sand y Gerke, 2006) y de At. thicoxidans (Gonzélez y cols.,
2012), las que corresponden principalmente a una mezcla de lipidos, protefnas y carbohidratos. En
microorganismos capaces de oxidar hierro y azufre la composicion de las SPE puede variar
dependiendo del sustrato energético utilizado. Por ejemplo, células de At. ferrooxidans crecidas en

pirita producen SPEs con una alta proporcion de dcidos urénicos acomplejados con hierro (IIf) (Gehrke




y cols., 2001, Gehrke y cols., 1998, Kinzler v cols., 2003), las que favorecen la oxidacidn del sustrato
(Sand y Gerke, 2006). Mientras tanto, el uso de azufre elemental como fuente energética promueve la
produccion de SPEs principalmente hidrofébicas con altas proporciones de acidos grasos.
Independientemente de su composicién especifica, las SPEs proporcionan un espacio en donde los
productos de degradacion del mineral que son utilizados como fuente energética (azufre elemental,
tiosulfato, tetrationato, etc.) se concentran, favoreciendo la oxidacién eficiente de estos intermediarios

por complejos proteicos de membrana (Rawlings, 2005, Rohwerder y Sand, 2007, Watling, 2006).

El conocimiento acerca de los elementos moleculares involucrados en la sintesis de SPEs en
Acidithiobacillus es escaso y principalmente se basa en comparaciones bioinforméaticas con otras
bacterias. Andlisis in silico del genoma de At ferrooxidans ATCC 23270 en busca de genes
involucrados en la sintesis de SPEs, han revelado la presencia de genes que codificarfan protefnas
involucradas en dos sistemas distintos para la produccién de exopolisacéridos, Wz (Barreto y cols.,
2005a) y Kps (Bellenberg y cols., 2011), cuyas expresiones se han visto aumentadas en la poblacién
adherida respecto de la plancténica (Bellenberg y cols., 2011, Vera y cols., 2011). En bacterias Gram-
negativas, ambos complejos proteicos contienen componentes de membrana intema y externa, los que
permiten el ensamble de precursores activados (aziicares mono y difosfato) citoplasméticos sobre una
molécula lipidica de anclaje en la membrana interna y la posterior translocacién del polimero a través
de la membrana plasmdtica (Whitfield, 2006). La composicién del polimero varia dependiendo de las
cantidad de unidades monoméricas, del tipo de enlace glicosidico y del tipo de sustituciones (orgdnicas
¥ no orgdnicas), los que a su vez dependen de la bateria de glicosiltransferasas (GTFs) involucradas en
proceso de polimerizacion. En el genoma de Az, ferrooxidans se han identificado genes candidatos para
la sintesis de una molécula lipidica de anclaje y diferentes GTFs que podrian catalizar la elongacién del
polimero (Barreto y cols., 2005a). Ademds, se han caracterizado genes involucrados en la sintesis de
precursores de aziicares extracelulares como la UDP-glucosa, UDP-galactosa y dTDP-ramnosa, cuya

funcidn ha sido corroborada por complementacién heterloga en E. coli (Barreto y cols., 2005b).




La produccién de SPEs y la formacion de biopeliculas pueden ser regulada por un sistema de
comunicacién célula-célula conocido como Quorum Sensing (QS) (Decho y cols., 2011, Labbate y
cols., 2007, Marketon y cols., 2003, Riedel y cols., 2001). El mecanismo general comprende la sintesis
de sefiales quimicas llamadas autoinductores (Als) al interior de la célula y su liberacion al medio
extracelular, donde su concentracién aumenta concomitantemente con el crecimiento de la poblacidn
bacteriana. Una vez que se alcanzan niveles detectables de Al, las células, a través de la coordinacion
de la expresién génica, responden como un conjunto adoptando determinadas conductas. Desde su
inicio en 2002, el Laboratorio de Comunicacién Bacteriana (LCB) de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile ha investigado los mecanismos moleculares involucrados en la sintesis de SPE en
bacterias lixiviantes y su rol en la adherencia a su sustrato. La primera linea de investigacion del LCB
se relaciond con la biisqueda de un sistema de QS en A4t. ferrooxidans. Producto de estos trabajos se
demostrd que Ar. ferrooxidans posee un sistema de QS tipo Al-1, el que al igual que en otras bacterias,
estd compuesto por el Al [homoserinas lactonas aciladas (AHL)], por la sintasa y por el receptor del
Al Afel y AfeR, respectivamente, y por cajas-gfe que actiian como sitios de unién del complejo AfeR-
AHL (Farah y cols., 2005). Ademas, se demostré la posibilidad de moedular la adherencia de At
Jferrooxidans a sustratos como pirita y azufre mediante la adicion externa de AHLs (Gonzélez y cols.,
2012, Ruiz y cols.,, 2008), comprobando que el sistema QS tipo Al-1 que posee At ferrooxidans es
funcional y puede regular la formacién de biopeliculas de este microorganismo. Sin embargo, hasta
ahora, este tipo de sistemas no han sido caracterizados en otra especie de Acidithiobacillus. A pesar de
que se ha detectado una sefial de tipo Al-1 en sobrenadantes de A, thiooxidans (Ruiz y cols., 2008), el
genoma de este microorganismo no presenta genes que codifiquen para proteinas I y R (Valdés y cols.,
2008). Este hecho, ha impedido definir el QS como un mecanismo comin en la regulacién de la
formacién de biopeliculas de bacterias lixiviantes, pero a la vez han motivado la biisqueda y

caracterizacion de otros sistemas que regulen la adherencia a sustrato.



1.2 Via de transduccion de seiiales mediante ¢-di-GMP

El diguanilato ciclico (c-di-GMP) fue descubierto en 1985 por el grupo de investigacién liderado
por Moshe Benziman, quienes lo describieron como un activador alostérico del complejo celulosa
sintasa de Gluconacetobacter xylinus (anteriormente Acetobacter xylinum) (Ross y cols., 1985), una
bacteria Gram negativa aerébica que crece formando biopeliculas inmersas en una matriz de celulosa
sobre fruta en descomposicién, Utilizando guanosina trifosfato (GTP) y extractos de membrana de esta
alfaproteobacteria para la obtencién del activador, los autores proponen que la estructura de éste
debiese contener GTP (o parte de €1). Esto fue comprobado mas tarde por analisis quimicos, de marcaje
radiactivo, resonancia magnética nuclear y espectromefria de masas (Ross y cols., 1986, Ross y cols.,
1987), los que revelaron una estructura ciclica de dos riboguanosinas unidas por enlaces 3’-5” (figura
1). Las actividades de sintesis y degradacion del c-di-GMP fueron identificadas tempranamente y se
atribuyeron a proteinas ubicadas en la membrana de G. xylinus (Ross y cols., 1987). La identificacion
de productos e intermediarios de las reacciones llevadas a cabo por estas enzimas permitieron definir
que la sintesis del c-di-GMP es efectnada por la actividad diguanilato ciclasa (DGC), y que la
degradacion de este dinucledtido se lleva a cabo mediante la actividad fosfodiesterasa-A (PDE-A), la
que rompe un enlace fosfodiester, produciendo un dimero lineal, el cual a su vez puede ser hidrolizado
por fosfodiesterasas tipo B (PDE-B) (Ross y cols., 1987). A continuacion, el hallazgo de que la sintesis
de celulosa en Agrobacterium tumefacienes también fuese dependiente de c-di-GMP (Amikam y
Benziman, 1989), indicaba que esta molécula no era exclusiva de G xylinus. Cerca de una década
después, los genes que codifican las enzimas responsables de las actividades DGC y PDE fueron
revelados no sélo en el genoma de G. xylinus (Tal y cols., 1998), sino que en el de varios géneros

bacterianos (Galperin y cols., 2001), indicando la ubicuidad de este tipo de genes en Bacteria.
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Ademas de la produccion de celulosa en G. xylinus y A. tumefaciens, los primeros fenotipos
regulados por c-di-GMP reportados fueron la formacion de biopeliculas en Salmonella typhimurium,
Pseudomonas aeruginosa (Simm y cols., 2004) y Vibrio cholerae (Tischler y Camilli, 2004), y la
regulacion del ciclo celular en Caulobacter crescentus (Paul y cols., 2004), proceso que también esta
relacionado con la adherencia de esta bacteria. De ahi en adelante, el niimero de publicaciones acerca
del c-di-GMP crecié de forma exponencial. Hoy, sabemos que el c-di-GMP es un segundo mensajero
clave en la regulacién de diversos fenotipos en distintos phyla bacterianos (Neunuebel y Golden, 2008;
Bobrov y cols., 2011; He y cols., 2011; Bharati y cols,, 2012; Hull y cols., 2012; Li y He, 2012), sin
embargo, su rol central es promover la formacion de biopeliculas (Rashid y cols., 2003; Kirillina y
cols., 2004; Simm y cols., 2004; Kader y cols., 2006; Thormann y cols., 2006; Merritt y cols., 2007,

Nakhamchik y cols., 2008; Pesavento y cols., 2008).

1.2.1 Metabolismo del c-di-GMP

1.2.1.1 Diguanilato ciclasas (DGCs)

Las DGCs permiten la sintesis de ¢c-di-GMP a partir de 2 moléculas de GTP y magnesio (Ross y
cols., 1987). Estudios bioquimicos y genéticos determinaron que su regién activa corresponde al
dominio proteico GGDEF (Ausmees y cols., 2001, Paul y cols., 2004, Ryjenkov y cols., 2005, Simm y
cols., 2004, Tal y cols., 1998), llamado asi debido a uno de sus motivos mds conservados: Gly-Gly-
Asp-Glu-Phe (Hecht y Newton, 1995). Estudios estructurales han revelado que el motivo GGDEF se
ubica en un “B-hairpin” que es parte fundamental del sitio activo (sitio A) debido a su participacioén en
Ia uni6n de una molécula de GTP y dos iones Mg” (Chan y cols., 2004, De y cols., 2008, Wassmann y
cols., 2007). Las DGCs actian como dimeros (Chan y cols., 2004, Christen y cols., 2006) o tetrdmeros
(De y cols., 2009), lo que permite el encuentro de cada monémero cargado con una molécula de GTP y

la condensaci6n de éstas en una molécula de c-di-GMP (figura 2).
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Figura 2. Conformacion activa e inactiva de homodimeros de dominios GGDEF. La
configuracion cataliticamente competente corresponde a un homodimero antiparalelo de dominios

GGDEF enfrentados por los sitios de unién a GTP de cada mondmero. Un dimero intercalado de

¢-di-GMP provoca el enfrentamiento de los dominios GGDEF a través de los sitios Ip e Is,

cataliticamente competente. Adaptado de (Wassmann y cols., 2007).

ubicados en la cara contraria del sitio de union de GTP, bloqueando la formacion del dimero
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La actividad de estas enzimas estan sujetas a una inhibicién no competitiva por producto (Chan y
cols., 2004, Christen y cols., 2006), lo que establece una concentracion limite de c-di-GMP y previene
el gasto de GTP. Cada dominio GGDEF contiene dos sitios de inhibicién: el primario (Ip) y el
secundario (Is). Un dimero de moléculas de c-di-GMP intercaladas une el Ip de un mondmero con el Is
del otro, impidiendo Ia formacidn del sitio activo y la sintesis de c-di-GMP (Wassmann y cols., 2007)
(figura 2). El sitio Ip del dominio GGDEF comprende el motivo RxxD, el cual se encuentra ubicado a
cinco aminoécidos rio arriba del motivo GGDEF (Chan y cols., 2004; Christen y cols., 2006;
Wassmann y cols., 2007) y estd conservado en la mayorfa de las potenciales DGCs (Christen y cols.,

2006).

1.2.1.2 Fosfodiesterasas (PDEs)

Fosfodiesterasas con dominio EAL
La actividad PDE-A permite la apertura del c-di-GMP mediante la hidrolisis de un enlace éster,
produciendo el dinucleotido lineal 5’pGpG (Ross y cols., 1987). Al igual que las DGCs, las PDEAs
requieren de iones de Mg”* (o Mn®") para su actividad, sin embargo, a diferencia de las DCGs, las
PDEAs son inhibidas fuertemente por Ca®* (Ross y cols., 1987, Schmidt y cols., 2005). Estudios
bioquimicos y genéticos determinaron que su regioén activa corresponde al dominio proteico EAL
(Bobrov y cols., 2005, Chang y cols., 2001, Schmidt y cols., 2005, Simm y cols., 2004, Tal y cols.,
1998), llamado asi debido a uno de sus motivos mas conservados: Glu-Ala-Leu (Tal y cols., 1998).
Este dominio presenta un plegamiento tipo barril triosafosfato isomerasa (“TIM barrel”), donde el sitio
activo corresponde a un bolsillo formado por cerca de 10 aminoéacidos que en conjunto coordinan la
molécula de c-di-GMP y uno o dos iones Mg** (Barends y cols., 2009, Minasov y cols., 2009, Rao y
cols., 2008, Tchigvintsev y cols., 2010). A pesar de que la mayoria de las PDEs con dominio EAL
caracterizadas forman dimeros u oligémeros de mayor orden (Barends y cols., 2009, Tarutina y cols.,
2006, Tchigvintsev y cols., 2010), éstas no requieren necesariamente de algiin tipo de oligomerizacion
(Schmidt y cols., 2005).
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Fosfodiesterasas con dominio HD-GYP

El dominioc HD-GYP es un miembro de la superfamila de fosfohidrolasas dependiente de metal
(HD). Inicialmente, este dominio fue postulado como PDE encargada de degradar el c-di-GMP debido
a su distribucién filogenética (Galperin y cols., 1999, Galperin y cols., 2001), lo que fue comprobado
mds tarde por anilisis bioquimicos con la proteina RpfG de Xanthomonas campestris. Estos estudios
demostraron que RpfG degrada la molécula de c-di-GMP hasta dos moléculas de GMP (Ryan y cols.,
2006). Trabajos genéticos identificaron aminodcidos importantes no sélo en la actividad PDE
(Lovering y cols., 2011, Ryan y cols., 2006, Ryan y cols., 2009) sino que también en la interaccion
proteina-proteina que se ha reportado entre los dominios HD-GYP y GGDEF (Lovering y cols., 2011,
Ryan y cols., 2006). Recientemente, se llevo a cabo un andlisis estructural del dominio HD-GYP de la
proteina Bd1817 de Bdellovibrio bacteriovorus (Lovering y cols., 2011). Al igual que otros miembros
de la familia HD, éste dominio muestra una composicién de siete w-hélices. Sin embargo, este
resultado no permite todavia una extrapolacion a la familia HD-GYP, puesto que el dominio
cristalizado no posee el residuo de tirosina del motivo conservado GYP, asi como tampoco se ha

comprobado su actividad como PDE.

1.2.2 Estructura modular de las DGCs y PDEs

Generalmente, las DGCs y PDEs se presentan como proteinas que poseen, ademdas del dominio
responsable de su actividad, otros dominios accesorios (tabla 2). En lo que fue inicialmente
considerado una “paradoja bioquimica”, muchos dominios GGDEF se presentan acoplados a dominios
EAL en una misma cadena polipeptidica. Aunque se ha demostrado la capacidad de algunas de estas
protefnas para funcionar como DGC y como PDE (Kumar y Chatterji, 2008, Tarutina y cols., 2006), la
mayoria de los estudios apuntan a que s6lo uno de los dominios es activo bajo ciertas condiciones (An

y cols., 2010, Christen y cols., 2005, Tal y cols., 1998).
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Tabla 2. Variedad de arquitectura de dominios en proteinas con actividad DGC y/o PDE

Organismo Proteina Arguitectura (NH,-COOH) Actividad Referencia

G. xylinus DGC1 PAS-GGDEF-EAL DGC (Tal y cols., 1998)

G. xylinus DGC3 PAS-GGDEF-EAL DGC {Tal y cols., 1998)

E. coli YeaP GAF-GGDEF DGC (Ryjenkov y cols,, 2005)

R. sphaeroides RSP3513 GAF-GGDEF DGC {(Ryjenkov y cols., 2005)

T. maritima TM1163 GAF-GGDEF DGC (Ryjenkov y cols., 2005)

D. radiodurans DRB0044 GAF-GGDEF DGC {Ryjenkov v cols., 2005)
Svnechocystis sp.  sIr1134 GAF-GGDEF DGC (Ryjenkov y cols., 2005)

S. typhimurium AdrA MASE2-GGDEF DGC (Simm y cols., 2004)

G. xylinus PDEA2 PAS-GGDEF-EAL PDE (Tal y cols,, 1998)

G. xylinus PDEA3 PAS-GGDEF-EAL PDE (Tal y cols,, 1998)

E. coli YahoraA HTH-EAL PDE (Schmidt y cols., 2005)

V. cholerae VieA REC-EAL-HTH PDE {Tamayo y cols,, 2005)

8. Oneidensis S02039 EAL PDE {Tchigvintsev y cols., 2010)
N. europea NE0566 REC-EAL PDE {Tchigvintsev y cols., 2010)
R. sphaeroides BphGi PAS(bv)-GAF-PHY-GGDEF-EAL*  PDE (Tarutira y cols., 2006)
P.geruginosa RocR REC-EAL® FDE (Rao y cols., 2008)

T. denitrificans ~ TBDI265  PBPb-GGDEF-EAL? PDE (Tchigvintsev y cols,, 2010)
S. flexneri SFV_3559 GGDEF-EAL® PDE (Tchigvintsev y cols., 2010)
C. violaceum CV0542 PAS-GGDEF-EAL® FDE (Tchigvintsev y cols., 2010)
B. burgdorferi BB0363 EAL PDE (Tchigvintsev y cols., 2010}
S. yphimurium YhiH EAL PDE (Simm v cols., 2004)

M, smegmatis MSDGC-1  GAF-GGDEF-EAL DGC,PDE  (Kumar y Chatterji, 2008)
X. campestris RpiG REC-HDGYP® PDE (Ryan y cols., 2006)
P.aeruginosa PA4781 REC-HDGYP® PDE (Ryan y cels., 2009)
P.aeruginosa PA4108 HDGYP® PDE (Ryan y cols., 2009)

B. burgdorferi BB0374 HDGYP PDE (Sultan y cols., 2011)

* S6lo los dominijos EAL han sido comprobados como PDEs fincionales.

® Sélo los dominios HDGYP han sido comprobados como PDEs funcionales.

®En E. coli, la PDE BphGl sufte protedlisis sitio-especifica provocando la separacién el dominio EAL del resto de la
proteina, la que entonces presenta actividad DGC.
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El dominio inactivo, el cual generalmente carece de los aminodcidos esenciales para la actividad,
puede regular la actividad del dominio activo mediante la unién de ligandos. Por ejemplo, las proteinas
CC3396 de C. crescentus y RbdA de P. aeruginosa utilizan la unién de GTP en su domino GGDEF
para aumentar la actividad PDE del dominio EAL (An y cols.,, 2010, Christen y cols., 2005).
Asimismo, se ha demostrado que otros dominios presentes en DGCs y PDEs pueden modificar estas
actividades en respuesta a ciertos estimulos (tabla 3). Por ejemplo, la conformacién del hox‘nodfmero
cataliticamente competente de las DGCs PleD y WspR de C. crescentus y P. aeruginosa,
respectivamente, es dependiente de la fosforilacion de sus dominios REC {Wassmann y cols., 2007; De
y cols., 2009), Hasta ahora, ademas del c-di-GMP y la fosforilacién, se han caracterizado cuatro
estimulos (GTP, luz, potencial redox y oxigeno molecular) que modulan las actividades de DGCs y
PDEs por la interaccion directa con dominios sensores como PAS, REC, GCS y BLUF. Sin embargo,
la gran cantidad de genes que codifican proteinas con diversos dominios sensores acoplados a GGDEF,

EAL o HD-GYP, hace pensar que otras sefiales pueden ser transducidas como concentracién de c-di-

GMP al interior de la célula (Seshasayee y cols., 2010).

1.2.3 Fenotipos regulados por la via del c-di-GMP

Después del descubrimiento de las DGCs y PDEs, un gran niimero de proteinas con dominios
GGDEF y/o EAL han sido eliminadas o sobre-expresadas en distintas bacterias (Anexo 1). La
respuesta celular frente a la variacién de las concentraciones intracelulares de ¢c-di-GMP generalmente
esta relacionada con la transicion entre dos estados diferentes adoptados por la mayoria de las
bacterias: el estado plancténico motil y el estado comunitario adherido. Recientemente, se han
caracterizado distintas clases de efectores (tabla 4) cuya respuesta depende de su unién directa al
dinucledtido, explicando asf la conexitn existente entre los niveles intracelulares del ¢-di-GMP y los

fenotipos regulados.
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1.2.3.1 Formacién de biopeliculas

El primer fenotipo regulado por ¢-di-GMP descubierto fue la activacién de sintesis de celulosa en
G: xylinus. Cuando este microorganismo es crecido en cuitivos estiticos, en la interfase liquido-aire
tambien se producen densas biopeliculas que contienen celulosa. Dependiendo de la cepa de G. xylinus,
la sintesis de celulosa puede depender de la presencia de los genes besd y besB (Mayer y cols., 1991,
Wong y cols., 1990) o de una fusion de estos (acs4B) (Lin y cols., 1990, Saxena y cols., 1990, Saxena
y cols.,, 1991), cuyos productos génicos constituyen parte integral del complejo celulosa sintasa
(Kimura y cols., 2001, Saxena y cols., 1994). Este complejo de membrana es capaz de unir c-di-GMP
directamente (Weinhouse y cols., 1997) y aumentar, entonces, hasta doscientas veces su actividad basal
(Aloni y cols., 1983, Aloni y cols., 1982, Ross y cols., 1985). Mediante anélisis bioinformaticos, se
revel6 en 1a subunidad A de este complejo (BesA) la presencia de un dominio PilZ (Amikam y
Galperin, 2006), el que es responsable de la unién a c-di-GMP (Ryjenkov y cols., 2006). El dominio
PilZ se encuentra ampliamente diseminado en Bacteria y su distribucidn filogenética se asemeja 2 la
mostrada por los dominios GGDEF, EAL y HDGYP. Al igual que estos dominios, PilZ puede existir
solo o en conjuncién con otros dominios en la misma cadena polipeptidica (Amikam y Galperin,

2006), sugiriendo que la unién de c-di-GMP puede gatillar distintos fenémenos intraceluiares.

De forma similar a BesA en G. xylinus, la proteina de membrana interna Algd4 de P. aeruginosa
(Remminghorst y Rehm, 2006a) es capaz de activar la sintesis polisacdridos extracelulares mediante la
unién de c-di-GMP. Algd4 une c-di-GMP en su dominio PilZ citoplasmatico y activa Ia sintesis de
alginato (Merighi y cols., 2007), un homopolimero lineal formado por residuos de D-manuronato
(Evans y Linker, 1973). Otro fenotipo multicelular agregativo de esta bacteria es la pelicula que se
desarrolla en la interfase liquido-aire en cultivos estiticos, la que estd formada por células inmersas en
una matriz extracelular compuesta por el polisacérido PEL (Friedman y Kolter, 2004b), cuya sintesis
depende de genes ubicados en el operén pelABCDEFG (Friedman y Kolter, 2004a). PelD es una
proteina de membrana interna posee un dominio citoplasméatico estructuralmente similar al dominio
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GGDEEF sin actividad DGC, el que contiene un motivo RxxD similar al sitio Ip de las DGC. La unién
de c-di-GMP a este sitio permite la activacion de la sfntesis del polisacérido Pel (Lee y cols., 2007).
Ademas de la regulacién alostérica postraduccional mediante PelD, el c-di-GMP modula la sintesis del
exopolisacarido PEL a través de la regulacitn de la transcripcién del operén pelABCDEFG. FleQ es un
regulador transcripcional que actiia como activador de la transcripcién de genes involucrados en Ia
sintesis del aparato flagelar (Arora y cols., 1997) y como inhibidor de la transcripcion del operdn
pelABCDEFG (Hickman y Harwood, 2008). FleQ es capaz de unir ¢c-di-GMP en su dominio AAA, lo
que por un lado determina una leve disminucién de la transcripcién de genes flagelares, pero por otro,
provoca un gran aumento de la transcripcion del operdn pelABCDEFG promoviendo la formacién de
biopeliculas (Hickman y Harwood, 2008). De forma similar, el regulador transcripcional VpsT de V.
cholerae tiene la capacidad de unir c-di-GMP lo que induce la transcripcion de genes vps involucrados
en la produccién del exopolisacarido VPS (del inglés “vibrio polysaccharide™) (Krasteva y cols., 2010).
Ensayos de motilidad demostraron que la unién de c-di-GMP a VpsT es requerida para disminuir la
motilidad, por lo que VpsT regula inversamente la formacién de biopeliculas y la motilidad en V.
cholerae (Krasteva y cols., 2010). En otra bacteria del mismo género, V. parahoraaemolyticus, un
homélogo de VpsT, CpsQ, es capaz de unir c-di-GMP y activar la transcripcién del operén cps
(Ferreira y cols., 2011), el que codifica proteinas requeridas para la sintesis de exopolisacérido y la
formacion de biopeliculas (Boles y McCarter, 2002, Ferreira y cols., 2008). Oiro regulador
transcripcional involucrado en la sintesis de exopolisacaridos es Bcaml1349 de Burkholderia
cenocepacia, cuya union a c-di-GMP aumenta su afinidad por el promotor de genes involucrados en la
sintesis de celulosa, permitiendo aumentar Ia formacién de biopeliculas (Fazli y cols., 2011). Otros
reguladores transcripcionales cuya funcién es modulada por ¢-di-GMP controlan la sintesis de SPEs
distintas a los polisacaridos. Por ejemplo, en Klebsiella pneumoniae, 1a adherencia a superficies estd
mediada por el pili tipo HI, cuyos componentes de estin codificados en el operén mrkABCDF (Allen y

cols., 1991). Ei factor transcripcional MrkH es capaz de unir c-di-GMP en su dominio PilZ, lo que
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induce su unién al promotor del operén mrkd BCDF promoviendo su transeripcién y el desarrollo de

biopeliculas (Wilksch y cols., 2011).

Otros efectores de la via del c-di-GMP corresponden a los dominios GGDEF y EAL degenerados
que no poseen actividad DGC ni PDE, pero que conservan aminodcidos clave en la unién del c-di-
GMP. Pseudomonas fluorescens es capaz de regular la formacion de biopeliculas mediante un efector
de la via del c-di-GMP con dominio EAL, La formacién de biopeliculas de esta bacteria depende del
transporte de una adhesina de membrana externa (LapA) mediante un transportador ABC (LapE/B/C)
(Hinsa y cols., 2003), y de la proteina LapD (Hinsa y O'Toole, 2006). LapD contiene dominios
GGDEF y EAL degenerados, sin embargo, es capaz de unir c-di-GMP en su dominio EAL (Newell y
cols., 2009). LapD existe como dimero anclado a la membrana interna a través de los dominios HAMP,
presentando una porcion citoplasmatica (GGDEF-EAL) y otra periplasmica (Navarro y cols., 2011). La
unién de ¢c-di-GMP a los dominios EAL del dimero de LapD provoca un cambio conformacional que
es transmitido a través del dominio HAMP hasta el dominio periplasmético (Newell y cols., 2009).
Esto, & su vez, permite la interaccion del dominio periplasmico de LapD con la proteasa periplasmatica
LapG, {cuyo blanco es el extremo N-terminal de LapA), evitando que la adhesina LapA sea procesada

y entonces permanezca anclada a la membrana externa (Navarro y cols., 2011, Newell y cols., 2011a).

1.2.3.2 Motilidad

En bacterias Gram negativas, la motilidad estd relacionada directamente con la formacién de
biopeliculas. En un inicio, células motiles plancténicas contactan la superficie y se adhieren a ella de
forma reversible. Algunas de ellas lo hacen mediante el flagelo, posiciondndose verticalmente respecto
la superficie, lo que posteriormente permite un contacto a lo largo del eje de la célula. Esto promueve
un contacto irreversible que se caracteriza por la detencion de la motilidad flagelar y la aparicién de la
motilidad tipo “twitching”. La motilidad tipo “twitching” permite el agrupamiento de las células en
“microcolonias” (O'Toole y Kolter, 1998, Semmler y cols., 1999), estructuras que posteriormente
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crecen tridimensionalmente y experimentan una serie de cambios de expresién génica que conducen,

entre otros efectos, a la activacién de sistemas de QS y la produccién de SPEs (Sauer y cols., 2002).

El aparato flagelar bacteriano estd compuesto por un filamento de varios micrémetros de longitud
que se comunica mediante una estructura en forma de gancho (“hook™) con un cuerpo basal inserto en
la membrana plasmaética (DePamphilis y Adler, 1971, Joys, 1968). La rotacién de este organelo
permite los desplazamientos tipo “swarming” y “swimming” en diferentes bacterias (Henrichsen, 1972,
Larsen y cols., 1974, Silverman y Simon, 1974). El “swarming” es un movimiento continuo y regular
que ocurre sobre una superficie, el que se caracteriza por seguir el eje longitudinal de las células, las
que generalmente se encuentra agregadas formando patrones de migracion altamente organizados en
bandas o remolinos. A diferencia del “swarming”, el “swimming” ocurre en cultivos liquidos o cuando
la capa de fluido sobre Ia superficie sélida del medio es suficienternente profunda. Aqui, el movimiento
de las células es individual, y a veces azaroso, lo que produce patrones de migracién desorganizados.
En E. coli y S. typhimurium, la proteina YcgR une c-di-GMP en su dominio PilZ (Christen y cols.,
2007, Ryjenkov y cols., 2006) y afecta negativamente tanto el “swimming™ como el “swarming”
(Ryjenkov y cols., 2006). El mecanismo de esta inhibicién ha sido investigado detalladamente en E.
coli, donde se ha demostrado que la unidn de c-di-GMP a YcgR aumenta su interaccion con las
proteinas del rotor FliG y FliM, reduciendo la generacion de torque (Fang y Gomelsky, 2010, Paul y
cols., 2010)}. Por otra parte, se ha demostrado que la unién de c-di-GMP a YcgR permite su interaccién
con la protefna del estitor MotA, lo que hipotéticamente aumenta las interacciones electrostiticas entre
MotA y FliG, deteniendo 1a rotacion del filamento (Boehm y cols., 2010). Otras proteinas con dominio
PilZ que son capaces de unir ¢-di-GMP y reprimir la motilidad incluyen a PizC de V. cholerae (Pratt y
cols., 2007) y DgrA y DgrB de C. crescentus (Christen y cols., 2007). Aunque el mecanismo no ha
sido completamente dilucidado, en el caso de DgrA, la evidencia indica que su unién a ¢-di-GMP
reduce los niveles de FliL, la que es requerida para la rotacién del flagelo en este microorganismo

(Christen y cols., 2007, Wolfe y Visick, 2008). Recientemente, se ha demostrado que PlzA de Borrelia
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burgdorferi tiene la capacidad de unir c-di-GMP en su dominio PilZ (Freedman y cols., 2010). Sin
embargo, al contrario de los ejemplos anteriores, mutantes en plz4 muestran una disminucién en
“swarming”, indicande que PlzA podria actuar como activador post-transcripcional de la motilidad

(Pitzer y cols., 2011).

La motilidad tipo “twitching” ocurre por la extension, anclaje y retraccién del pili tipo IV (Bradley,
1980, Skerker y Berg, 2001), un largo y delgado apéndice proteico que se extiende por varios
micrometros desde la membrana plasmatica hacia el exterior. En P. aeruginosa, la proteina FimX es
requerida para la motilidad tipo “twitching” (Huang y cols., 2003, Kazmierczak y cols., 2006). FimX
posee dominios GGDEF y EAL degenerados sin actividad DGC (Kazmierczak y cols., 2006) ni PDE
(Rao y cols., 2008). Sin embargo, se ha demostrado que FimX puede unir c-di-GMP en su dominio
EAL, provocando un cambio conformacional en la regién N-terminal, lo que a su vez, podria inducir la
interaccion de FimX con componentes del complejo del pili tipo IV, tal como en ocurre en
Xanthomonas axonopodis pv. citri (Navarro y cols., 2009; Qi y cols., 2011). El dominio EAL del
homélogo de FimX de X. axonopodis pv. citri, XACaeg, une c-di-GMP e interactita con una proteina
que contiene un dominio PilZ (incapaz de unir c-di-GMP), PilZxac1133, 1a cual a su vez interactiia con

un componente de membrana interna del motor del pili tipo IV (PilB) (Guzzo y cols., 2009).

En C. crescentus, se ha encontrado una relacién entre el ciclo celular y la transicién entre los
estados motil v adherido. Las células de C. crescentus se dividen asimétricamente produciendo dos
células hijas distintas, una pequefia motil y otra de mayor tamafio adherida. La célula hija adherida
reinicia la replicacién del cromosoma inmediatamente, mientras que el cromosoma de la célula motil
permanece quiescente por un tiempo. La transicion desde el estado motil al adherido coincide con la
suspension del bloqueo de la replicaciéon provocado por el regulador CtrA, el cual, en su estado
fosforilado, bloquea la iniciacién de la replicaci6n uniéndose directamente a cinco sitios en la regién

OriC del cromosoma, donde aparentemente restringe el acceso de los factores de iniciacion (Quon et al.
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1998). Para iniciar la replicacién del cromosoma, CtrA-P es eliminado de la célula por dos
mecanismos: defosforilacién y protedlisis (Domian et al. 1997). Experimentos in vitro e in vivo han
demostrado que CtrA es degradado por la proteasa ClpXP (Jenal and Fuchs 1998; Chien et al. 2007).
El efector de la via del c-di-GMP PopA posee un dominio GGDEF con el sitio activo alterado, pero
conserva intacto el sitio de inhibicién alosterica (RxxD) (Duerig y cols., 2009). Se ha demostrado que
la unién de c-di-GMP al sitio-I de PopA permite su localizacion en el polo adherido de la célula, donde
recluta a CtrA para su procesamiento por ClpXP, Io que a su vez, permite la replicacién del DNA y la

progresidn del ciclo celular (Duerig y cols., 2009).

1.2.3.3 Otros fenotipos regulados por c-di-GMP

Aunque el rol principal de la via del c-di-GMP es la regulacién de la transicién enire los estados
plancténico/motil y adherido/agregado, recientemente se han descrito funciones celulares controladas
por este segundo mensajero que no se relacionan directamente con estos fenotipos. La inactivacién de
DGCs y PDEs especificas en distintas bacterias ha permitido determinar que el c-di-GMP juega un rol
en la sobrevivencia de patogenos intracelulares en distintos hospederos (Bharati y cols., 2012, He y
cols.,, 2011), la formacién de heterocistos en la cianobacteria Anabaena sp., el comportamiento
depredador de Bdellovibrio bacteriovorus (Hobley y cols., 2012), y la regulacion de la esporulacién
Streptomyces coelicolor (Hull y cols., 2012). Estudios de proteinas efectoras también han sido de
utilidad en la determinacién de la regulacién por c-di-GMP de ciertos fenotipos. Por ejemplo, se ha
demostrado que la unién de c-di-GMP al regulador transcripcional LtmA de Mycobacterium smegmatis
induce su unién con promotores rio arriba de genes involucrados en el metabolismo y el transporte de
lipidos, e induce su expresion (Li y He, 2012). La sobreexpresién de LtmA resulta en Ia disminucién
de la permeabilidad de la membrana y en un incremento en la resistencia a ciertos antibiéticos, El
regulador transcripcional Clp de Xanthomonas campestris y X. axonopodis son capaces de unir c-di-
GMP, lo que evita su union al promotor de los genes engXC4 que codifican para factores de virulencia
(Leduc y Roberts, 2009, Tamayo y cols., 2005, Tao y cols., 2010). Estos hechos implican que la
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funcionalidad de DGCs, PDEs y/o efectores no asegura de ningiin modo que estos elementos estén
involucrados en regular la adherencia a sustrato y el desarrollo de biopeliculas. De hecho, en ciertas
bacterias, la regulacién de Ia formacion de biopeliculas ocurre de forma independiente del c-di-GMP

(Holland y cols., 2008).

1.3 Planteamiento del problema

1.3.1 Via del ¢-di-GMP en Acidithiobacillus

Al comienzo de esta tesis, la finica relacién entre c-di-GMP y bacterias pertenecientes al género
Acidithiobacillus habia sido revelada en At. ferrooxidans por nuestro laboratorio (Ruiz y cols., 2007).
Esta bacteria posee una via del c-di-GMP funcional que involucra cuatro proteinas con ambos
dominios, GGDEF y EAL, una con dominic EAL y dos con tipo PilZ. La sobreexpresién de cada uno
de los cuatro genes con dominio GGDEF en E. coli indica la funcionalidad de estas proteinas como
DGCs (Ruiz y cols., 2012). Por otra parte, células de Ar. ferrooxidans adheridas a sustrato sélido
poseen niveles superiores de c-di-GMP respecto de células planctdnicas, sugiriendo que el dinucleétido
podria estar involucrado en la regulacién de fenotipos como la adherencia a sustrato. Por otra parte,
puesto que el QS tipo Al-1 parece ser exclusivo de A4t. ferrooxidans (Valdés y cols., 2008), para iniciar
esta tésis formulamos la siguiente pregunta: ;Es la via del c-di-GMP un mecanismo regulatorio comin
utilizado por otros miembros del género Acidithiobacillus? Como resultados iniciales de esta tesis, se
habijan identificado en At. thicoxidans y At. caldus, elementos genéticos que codificarfan para DGCs,
PDEs y efectores de la via del c-di-GMP, entregando los primeros indicios para afirmar que ésta via
estaria ampliamente distribuida en Acidithiobacillus (Castro y cols., 2009). No obstante, no existian
mayores antecedentes acerca de qué funciones celulares estin reguladas por esta via en distintos

Acidithiobacillus, y si éstas comprenden el desarrollo de biopeliculas y/o la motilidad.
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Debido al rol fundamental que cumplen las DGCs en la regulacién mediante c-di-GMP, es
relevante caracterizar este tipo de enzimas como primer paso para establecer la funcionalidad de Ia via.
La funcién de un determinado gen puede ser investigada mediante su expresion heterdloga en otro
hospedero o bien mediante su mutacién en el propio organismo. Sin embargo, retornar genes a
microorganismos lixiviantes una vez que han sido estudiados en un hospedero sustituto ha sido un
desaffo durante décadas. Esto implica que la funcién del gen no puede ser probada directamente en el
microorganismo en cuestién, lo que ha impedido seriamente el progreso del entendimiento de la
fisiologia de bacterias lixiviantes y de la obtencidén de cepas modificadas genéticamente. La
transferencia de plasmidios mediante conjugacién con E. coli y la expresion de genes heterdlogos se ha
reportado para At, ferrooxidans (Liu y cols., 2001, Peng y cols., 1994), 4t. thicoxidans (Jin y cols.,
1992, Tian y cols., 2003) y At. caldus (Kotze y cols., 2006, Liu y cols., 2007, Zhao y cols., 2005). Esto
también ha sido logrado mediante electroporacion de At ferrooxidans (Kusano y cols., 1992) y
recientemente de Ar. caldus (Chen y cols., 2010). La sobreexpresion de una DGC puede aumentar
cientos de veces los niveles de c-di-GMP (Nakayama y cols., 2011, Simm y cols., 2004) lo que podria
afectar uno o mas fenotipos a través de distintos efectores. Entonces, para determinar la influencia de
una DGC en la regulacién de un fenotipo dado, la obtencién de un mutante nulo en una DGC es mas
correcta desde un punto de vista fisiologico. En Acidithiobacillus, 1a obtencion de mutantes definidos
precisamente al nivel molecular ha sido particularmente mas complicada que la incorporacién de
plasmidios. En el afio 2000, se obtuvo el primer mutante nulo en estos microorganismos (Az%
JSerrooxidans) mediante mutagénesis de intercambio de marcador (MEM) (Liu y cols., 2000). Esta
técnica permite la construccion de mutantes especialmente disefiados y consiste en la introduccion de
un “plasmidio suicida” en el microorganismo mediante conjugacidn con E. coli. El plasmidio suicida
lleva un marcador seleccionable insertado dentro del gen que serd mutado y es incapaz de replicar en el
hospedero, por lo que la tinica manera de mantener la seleccion es por la insercién del plasmidio en el
cromosoma (lo que involucra un evento de recombinacion) o por un intercambio entre el gen silvestre

del cromosoma y el gen mutado del plasmidio (dos eventos de recombinacién). No obstante, no fue
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hasta el afio 2008 que esta técnica fue aplicada exitosamente de nuevo. Esta vez, la obtencién de dos
mutantes nulos de Az. caldus indicaba la factibilidad de la utilizacién esta técnica en esta bacteria (van
Zyly cols., 2008). Recientemente, y en forma paralela a esta tesis, se ha obtenido un tercer mutante en
At. caldus, donde la introduccidn del plasmidio suicida se logré mediante electroporacién (Chen y

cols., 2012),

1.3.2 Acidithiobacillus caldus como modelo de estudio

Acidithiobacillus caldus fue aislado desde una mina de carbén en 1983 (Marsh y Norris, 1983) y
caracterizado como una bacteria Gram negativa acidéfila (pH 2-2,5) capaz de obtener energia
quimiolitotroficamente a partir de la oxidacién de azufre elemental, tetrationato, tiosulfato, sulfuros,
sulfito e hidrégeno molecular (Hallberg y cols., 1996a, Hallberg y Lindstrom, 1994). A diferencia de
los otros miembros del genero Acidithiobacillus, (At. ferrooxidans, At. thiooxidans, At. albertensis y
At. ferrivorans), el crecimiento de At. caldus no es inhibido por material organico, siendo capaz de
crecer mixotroficamente con extracto de levadura o glucosa. Ademads, es un microorganismo terméfilo
moderado (45°C) (Hallberg y Lindstrom, 1994) y presenta alta resistencia a arsénico (Dopson y
Lindstrom, 1999, Hallberg y cols., 1996b, Kotze y cols,, 2006, Tuffin y cols., 2005). Estas
caracteristicas permiten que At caldus sea el oxidador de azufre mas abundante en procesos de
biooxidacion que operan entre 40 y 55°C. Junto con el oxidador de hierro Leptospirillum ferrooxidans,
At. caldus domina las poblaciones en procesos de biooxidacién de sulfuros polimetalicos (Okibe y
cols., 2003) y concentrados de arsenopirita, cobre y niquel (Rawlings, 2002, Rawlings y cols., 1999),
Asimismo, en conjunto con otro oxidador de hierro (y azufre), Sulfobacillus thermosulfidooxidans, At
caldus domina las poblaciones de procesos de biooxidacion de arsenopirita, pirita y calcopirita
(Dopson y Lindstrom, 2004). A pesar de que la oxidacién de minerales como la pirita y arsenopirita
ocurre més rapido con cultivos mixtos de At caldus y Leptospirillum (Okibe y cols., 2003, Okibe y
Johnson, 2004) o de At. caldus y S. thermosulfidooxidans (Dopson y Lindstrom, 1999) que con

cultivos axénicos, se ha demostrado que At. caldus es capaz de oxidar eficienternente minerales como
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la esfalerita (ZnS) (Semenza y cols., 2002). Estos trabajos han propuesto posibles roles de 4¢. caldus en
la oxidacién de minerales. Por una parte, At. caldus produce los protones necesarios para la disolucién
de minerales acido-solubles como la esfalerita y para la mantencitn de Fe** en solucién. Por otra parte,
At. caldus puede remover la capa de azufre que se deposita sobre el mineral durante el proceso,
permitiendo el acceso de Fe** al mineral (Dopson y Lindstrom, 1999),

Al igual que otras bacterias lixiviantes, gran parte de las células de At caldus permanecen
adheridas al mineral (pirita, marcasita y arsenopirita) (Edwards y cols., 2000). Se ha demostrado cierta
preferencia de adherencia a sitios que presentan imperfecciones y/o depdsitos de azufre elemental
(Edwards y Rutenberg, 2001), por lo que se ha propuesto que Ar. caldus podria seleccionar
quimiotdcticamente el Ingar de adherencia respondiendo a gradientes de azufre (Edwards y cols.,
2000). En comparaci6n con la poblacién plancténica, las células adheridas a azufre elemental parecen
estar menos necesitadas energéticamente, lo que concuerda con la proximidad inmediata del sustrato y
con la sobreexpresion de proteinas involucradas en la oxidacién de éste (Mangold y cols., 2011). La
importancia y ubicuidad de At caldus en procesos de recuperacién de diversos metales, asi como
también su capacidad de desplazarse mediante motilidad flagelar y adherirse a sustratos solidos, hacen
que esta bacteria sea un excelente candidato para indagar la existencia de una via funcional mediante c-
di-GMP en otro miembro del género Acidithiobacillus y evaluar si ésta se relaciona directamente con la

motilidad celular y regulacion de la adherencia a sustrato y formacién de biopeliculas.
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1.4 Hipétesis y objetivos

Hipotesis:
Acidithiobacillus caldus ATCC 51756 posee una via de sefializacion mediante c-di-GMP

funcional, Ia cual regula los fenotipos de motilidad y adherencia.

Objetivo General:
Caracterizar la via del c-di-GMP en At. caldus ATCC 51756 y su relacion con los fenotipos de

motilidad y adherencia.

Objetivos Especificos:

1.- Biisqueda y analisis bioinforméatico de componentes genéticos involucrados la via del ¢-di-GMP el
genoma de At caldus ATCC 51756.

2.- Deteccion del mensajero secundario c-di-GMP en células de At caldus ATCC 51756.

3.- Evaluacién de la funcionalidad de putativas diguanilato ciclasas codificadas en el genoma
At. caldus ATCC 51756.

4.- Construccién y caracterizacion de la cepa A1413 DGC' de 4t. caldus.
4.1.- Obtencién de la cepa A1413 DGC
4.2.- Medicién comparativa de los niveles intracelulares de c-di-GMP de las cepas ATCC 51756 y
Al1413 de At. caldus.
4.3.- Caracterizacion de los fenotipos de motilidad y adherencia de las cepas ATCC 51756 y A1413

de At. caldus.
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2. METODOLOGIA

2.1 Cepas y medios de cultivo

Acidithiobacillus caldus ATCC 51756 fue donado gentilmente por el Dr. Mark Dopson del
Departamento de Biologia Molecular de la universidad de UMEA, Suecia. At. caldus fue cultivado en
medio de sales minerales (MSM), consistente en lo siguiente: (g/): (NH,),SO; (3), Na;SO, x 10H,0
(3,2), KC1 (0,1), K:HPO, (0,05), MgSO, x 7H,0 (0,5), Ca(NO;3); (0,01). El medio también contuvo los
siguientes elementos traza (mg/l): FeCl; x 6H,0 (11), CuSO,4 x 5H,0 (0,5), HBO; (2,0), MnSO, x
2H;0 (2,0), Na,MoO, xH,0 (0,8), CoCl; x6H,0 (0,6), ZnSO; x 7H,0 (0,9), Na,SeO,. Se prepararon
concentrados de las sales basales (10X) y de las sales traza (100X), los cuales posteriormente fueron
diluidos adecuadamente con agua destilada estéril para el cultivo del microorganismo., Cuando se
utiliz6 azufre elemental (50 g/l) como fuente energética, los concentrados fueron ajustados con écido
sulfirico hasta alcanzar pH 2,5. Por otro lado, cuando se usaron fuentes energéticas solubles como
tetrationato (K»5405) (2 mg/ml), los concentrados fueron ajustadas a pH 4,7. El medio sélido fue
preparado mezclando sales basales 2X pH 4,7 y phytagel 1,75% (p/v) (Sigma-Aldrich), ambos a 50°C,

a lo que posteriormente se le agregé sales traza pl 4,7 y tetrationato a una concentracion final de 0,2%.

Las cepas de E. coli y S. typhimurium utilizadas en esta tesis fireron amablemente aportadas por el
Dr. Paolo Landini (University of Milan) y la Dra. Ute Rémling (Karolinska Institute), respectivamente

(tabla 8, seccion 2.6 de este capitulo, pagina 41).

2.2 Herramientas Bionformaticas

El genoma parcialmente secuenciado de 4#. caldus ATCC 51756 fue amablemente aportado por el
“Center for Bioinformatics and Genome Biology” de la Fundacién Ciencias para la Vida dirigido por

el Dr. David Holmes. Para identificar genes relacionados con la via de sefializacién mediante c-di-
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GMP en At. caldus, los modelos de los marcos ocultos de Markov (HMM) de los dominios GGDEF,
EAL, HD y PilZ, fueron obtenidos desde Trust Sanger Institute server, Pfam. La bisqueda fue
realizada mediante HMMER 2.3.2 (Finn y cols., 2011) usando los HMM como entradas y el proteoma
de Ar. caldus ATCC52756 como base de datos. La bitsqueda de homélogos a PelD, FleQ y Clp en A,
caldus, fue realizada mediante analisis de BLASTP (Altschul y cols., 1997), utilizando las secuencias
con nimeros de acceso NCBL: AAG06449.1 (PelD), AAY47667 (FieQ) y AAC37124.1 (Clp) como
entradas y el proteoma de At. caldus ATCC52756 como base de datos, La anotacion de las secuencias
seleccionadas fue llevada a cabo con ARTEMIS (Rutherford vy cols., 2000). Los homologos mas
cercanos a las proteinas candidatas fueron identificados mediante BlastP utilizando la base de datos de
protefnas no redundante de GenBank. Asimismo, los dominios presentes en las proteinas candidatas
fueron predichos por BlastP usando la base de datos de dominios conservados de Swissprot. Las
secuencias aminoacidicas fueron alineadas usando ClustalW (Larkin y cols., 2007). Los alineamientos
fueron editados manualmente mediante javalview (www.javaview.de) y visualizados a través de
ESPRIPT (Gouet y cols.,, 1999). Los dominios transmembrana fueron predichos por el servidor
SubCell (http://www.cbs.dtu.dk/services/SubCell/abstract.php). Posteriores andlisis fueron realizados

con Expert Protein Analysis System portal (http://www.expasy.org/).

2.3. Deteccion y cuantificacion de ¢-di-GMP

2.3.1 Cuantificacion de c-di-GMP en At caldus mediante espectrometria de masas

Los nucledtidos fueron extraidos con solventes orgénicos en base a lo descrito previamente por
Ruiz y colaboradores (2012). Las bacterias se cosecharon desde cuitivos en fase exporencial tardia y
fueron lavadas dos veces con agua acida pH 1,5. Posteriormente, las células fueron resuspendidas en
1 ml de 50 mM Tris, pH 8,5 y fueron sonicadas por cuatro ciclos de 30 segundos seguido de
incubacién a -80 °C por 5 min, lo que a su vez se repitid tres veces. El extracto proteico fue mezclado

con 1 ml de cloroformo, 4 ml de metanol y 3 ml de agua nanopura y se centrifugo a 13.000 rpm por 15
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min. La fase acuosa enriquecida en nucledtidos fue rescatada para el analisis mediante espectrometria
de masas. El estindar de c-di-GMP consistente en el compuesto sintetizado quimicamente, fue donado
por el profesor Nicolas Amiot de la Universidad de Basilea, Suiza, El estdndar se preparé a una
concentracion de 0,175 mg/ml en acetonitrilo 80% v/v y acetato de amonio 20 mM. Los extractos ricos
en nucledtidos obtenidos desde Af. caldus se diluyeron 1:10 en acetonitrilo 80% v/v y acetato de
amonio 20 mM. Los espectrogramas se obtuvieron en un espectrometro de masas de tipo electrospray-
trampa i6nica Esquire 4000 ESI-IT (Bruker Daltonics, Inc., MA-USA). Se inyectaron en forma directa
100 pL de estandar y de muestra utilizando una bomba de jeringa (Cole-Parmer, IL-USA) a un flujo de
3 pL/min. La nebulizacion se realizé utilizando los parametros seleccionados por defecto (temperatura
de nebulizacion, 300 °C; presion de nebulizacién, 10 psi; flujo de gas nebulizador, 5 L/min). La
adquisicion de los cromatogramas MS se realizé en modo polaridad negativa, en el cual la especie [M-
HJ del ¢-di-GMP corresponde a iones con razén masa/carga (m/z) 689. Para las distintas muestras se
obtuvieron los cromatogramas de la corriente total de iones, Para visualizacion de la especie m/z 689
en los extractos ricos en nucleétidos obtenidos desde At. caldus, se gener6 un cromatograma especifico
seleccionando dicho i6n con una precisién de £0,5 m/z (filtro de seleccién “all ms™). La obtencidn de
los cromatogramas MS/MS se obtuvieron para la totalidad de la los iones provenientes del
fraccionamiento del ion m/z 689 0,5, destacindose las transiciones m/z 689344 y m/z 685->538,

caracteristicas del c-di-GMP.

2.3.2 Cuantificacién de c-di-GMP en S. fyphimurium mediante cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC)

La expresion de los genes rio abajo del promotor ara fue realizada como sugiere Guzman y
colaboradores (1995). Las cepas de S. typhimurium transformadas con los plasmidios pBAD24,
pBAD24 AdrA y pBAD24 1413 fueron crecidas toda la noche en medio LB con los antibidticos
ampicilina (100 pg/ml) y kanamicina (30 pg/ml). Las células fueron separadas del medio de cultivo

mediante centrifugacion y lavadas dos veces con agua estéril. La induccion fue iniciada reinoculando
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las células en medio definidlo M9 suplementado con 1% de glicerol y 0,2% L-arabinosa,
manteniéndose por 4 h a 37°C con agitacién. La extraccién de ¢c-di-GMP fue realizada mediante una
modificacién del método descrito por Antoniani y colaboradores (2010). Las células se colectaron
mediante centrifngacién, fueron resuspendidas en 0,7 ml de Tris 50 mM pH 8,5 y lisadas mediante
sonicacién. Los restos celulares fueron removidos mediante centrifugacion y el sobrenadante fue
sometido a una extraccién acida con 0,35 mi de HCIO; 1,2 M (concentracion final 0,4 M). Los
sobrenadantes fueron neutralizados con 0,3 ml de K,CO; 1,6 M, mantenidos 15 min en un bafic de
hielo y centrifugados a 12.000 x g por 10 min. Los extractos ricos en nucledtidos fueron rescatados,
filtrados y concentrados hasta 200 pl mediante evaporacion bajo vacio a 40°C (“speedvacc™). Veinte pl
fueron inyectados en el sistema de HPLC. Se utilizé una columna Supelcosil de fase reversa C18 con
un tamafio de particula de 3 pm, una longitud de 15 cm y 3 mm de didmetro (LC-18-DB). La elucion
se realizd a 22°C con un flujo de 0,5 ml/min, comenzando con 5 ml de amortiguador A (120 mM
KH,PQ,, pH 6,0), continuando con un gradiente lineal hasta alcanzar 20% de metanol en un volumen
de 5 ml, finalizando con 5 ml mis de amortiguador A. El cromatograma fue registrado a una
absorbancia de 254 nm. El pico correspondiente al c-di-GMP fue determinado por coelucién con 2
nmoles de la molécula pura comercial (Biolog, Bremen, Alemania) y por la comparacion del espectro
de absorcién, La cantidad de ¢-di-GMP fue calculada sobre la base de la curva de calibracion obtenida

con el estandar de ¢c-di-GMP (anexo 2).

2.3.3 Cuantificacién de los niveles de c-di-GMP en las cepas silvestre y mutante
A1413 de At. caldus mediante espectrometria de masas de triple cuadrupolo

Las cepas ATCC51756 y AACA_1413 de At. caldus fueron crecidas en azufre elemental. Cultivos
de 400 ml fueron centrifugados y las células cosechadas fueron lavadas dos veces con agua édcida (pH
1,5) y luego resuspendidas en 0,7 ml de Tris 50 mM pH 8,5 para ser lisadas mediante sonicacion. Los
restos celulares fueron removidos mediante centrifugacion y el sobrenadante fue sometido a una

extraceién dcida con 0,35 ml de HCIO, 1,2 M (concentracion final 0.4 M). Los sobrenadantes fueron
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neutralizados con 0,3 ml de K,CO; 1.6 M, mantenidos 15 min en un baiio de hielo y centrifugados a
12,000 x g por 10 min. Los extractos ricos en nucle6tidos fueron rescatados, filtrados y liofilizados. La
cuantificacion de los niveles de c-di-GMP se realiz6 en el Centro de Metabolomica y espectrometria de
masas del instituto de investigacion Scripps (The Scripps Research Institute), California, EEUU. Las
muestras fueron resuspendidas en 200 pL de acetato de amonio 10 mM. Cinco pl de las muestras
fueron inyectados a un sistema de HPLC Agilent 1290 equipado con una columna Keystone Scientific
Nucleosil 2.0 x 50 mm, C18 fase reversa. Las corridas de las muestras se realizaron con un flujo de 400
pL/min, comenzando con 3 min de amortiguador A (NH;OAc 10-mM), seguido de un gradiente de 3
min hasta alcanzar 100% amortignador B (metanol), condicion que se continud hasta los 10 min. El
eflujo del HPLC fue directamente conectado al espectrometro de masas de triple cuadrupolo Agilent
6490 equipado con un electrosprey. La deteccion del c-di-GMP se realizd utilizando la técnica de
monitoreo de una reaccidén seleccionada (SRM), en la cuval un jon particular proveniente de la
fragmentacion de un ion parental determinado es monitoreado. Los valores m/z de estos iones se les
conoce como “transicion”, Utilizando el modo de monitoreo de reacciones multiples (MRM) en
polaridad positiva, fue posible medir simultineamente las {ransiciones -+691,1-2151,9 (ion
cuantificador) y +691,1->135,0 (ion calificador), las que se han reportado con anterioridad como
transiciones correspondientes a la fragmentacion del ion parental de c-di-GMP (m/z 691,1) (Hickman y
Harwood, 2008, Spangler y cols., 2010). La transicion cuantificadora es la mas intensa y es utilizada
para cuantificar. Por otra parte, la transicion calificadora es usada para confirmar la identidad del c-di-
GMP mediante la razén ion cuantificador/ion calificador (46,9 para el estandar de c-di-GMP). La
cuantificacién del dinucleétido se obtuvo interpolando la respuesta del ion cuantificador en la curva de

calibracién obtenida con el estandar de c-di-GMP (anexo 3).
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2.4 Extracciéon de RNA y PCR de transcripcion reversa

At. ealdus fue crecido a 45°C en MSM usando separadamente tetrationato y azufre elemental como
fuentes energéticas. Las células se colectaron por centrifugacion a 8000 x g por 10 min a temperatura
ambiente v se lavaron dos veces con agua &dcida, pH 1,5. Fracciones de 10 mg (peso hiimedo) de
células fueron resuspendidas en 300 pL de solucidn de lisis (acetato de sodio 0,02 M pH 5,5; SDS, 0,5
%; EDTA, 1 mM). La obtencion del total del RNA fue realizada mediante Ia técnica de fenol 4cido
caliente (Guiliani y cols., 1997, Ruiz y cols., 2012). A cada una de las resuspensiones se le agregaron
600 pl de fenol saturado 4cido precalentado a 65 °C y esta mezcla se incubd durante 7 min a 65°C con
agitacion por inversion cada 45 segundos. Luego de centrifugar por 4 min a 13000 x g, Ia fase acuosa
se re-extrajo nuevamente con el mismo volumen de fenol 4cido por 7 min a 65°C, Después, se realizé
una extraceion con 600 pL de fenol dcido/cloroformo a temperatura ambiente y dos extracciones con
600 pL de cloroformo, centrifugando durante 4 min a 13000 x g entre cada uno de los pasos
anteriormente descritos. El RNA se precipité con 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M pH 5,2 y 3
voliimenes de etanol absoluto a —20 °C durante toda la noche. Luego de la precipitacién, el RNA se
recuperé por centrifugacion a 13000 x g durante 30 min a 4 °C, se lavé 2 veces con etanol al 70% y se
resuspendié en 100 ul. de agua libre de nucleasas. Para eliminar los restos de DNA presentes en la
preparacion, 89 pul. de RNA se trataron con 10 U (1pL) de DNAsa I (ROCHE) por 20 min & 37°C, en
un volumen final de 100 pL. en presencia de 6 mM MgCl,. La inactivacion de la enzima se realizo
mediante la incubacién a 75°C con EDTA a una concentracion final de 8 mM. El RNA se extrajo una
vez con 400 pL. de fenol/cloroformo dcido y dos veces con 400 pL de cloroformo. Luego se precipitd
con acetato de sodio 3 M pH 5,2 de la forma anteriormente descrita. Después de dos lavados con etanol
al 70%, éste se resuspendié en 40 pL de agua libre de nucleasas. La integridad del RNA se observé
mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%. Para determinar la concentracién del RNA se midi6
la absorbancia a 260 nm de una dilucién 1/500 y se utiliz6 la relacion 1 ABS..5 = 40 pg RNA/mI, La

pureza de éste se estimé por ia razén de las absorbancias a 260/280 nm. Un pg de RNA fue hibridado
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con hexdmeros al azar (0,5 pg) v la sintesis de cDNA se llevd a cabo mediante la transcriptasa inversa
IMPROM II (promega ®) incubando 1 h a 42°C. El ¢cDNA obtenido fu¢ usado como templado para

amplificar cada ORF mediante un PCR convencional utilizando partidores especificos (tabla 5).

2.5 Clonamiento molecular de genes de Az caldus candidatos a
codificar DGCs

El DNA genémico de At caldus fue purificado desde las células mediante el “kit Wizard Genomic
DNA. purification” de Promega ®. Los genes de interés fueron amplificados mediante PCR con
partidores que contienen sitios de restriccién y una caja Shine Dalgarno (Tabla 6) para propdsitos de
clonamiento y expresidn, respectivamente. Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis
y los amplicones fueron purificados desde geles de agarosa 1% usando el “kit Wizard DNA clean Up
system” de Promega. Los amplicones purificados fueron clonados en el vector pGEM-T easy
(Promega). Cepas de E. coli IM109 electrocompetentes fueron transformadas con las distintas
construcciones. Los plasmidios fueron digeridos con enzimas de restriccion apropiadas y los
fragmentos de interés fueron clonados en el vector pBAD24 para la expresidn en S. fyphimurium o en
pTOPO 2.1 para la expresion en E. coli AM70 (tabla 7). Las construcciones fueron comprobadas por

secuenciacién (Macrogen, Korea).

2.6 Evaluacion del morfotipo asociado con la sintesis de
c-di-GMP en enterobacterias

Las cepas de E. coli 'y S. typhinurium (tabla 8) fueron crecidas toda la noche en medio LB con los
antibidticos ampicilina (100 pg/ml) y/o cloranfenicol (20 pg/ml) y/o kanamicina (30 pg/ml). La
densidad éptica absorbancia de cada cultivo fue determinada a una longitud de onda de 600

nanometros y ajustada a 3,0 unidades de absorbancia mediante la adicion de medio LB estéril.
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Tabla 5. Partidores utilizados en los experimentos de PCR de transcripcién reversa.

Gen Partidor Secuencia 5°2>3° Longitud (pb) Tm (°C)

C95 orf2 F  GTTTGTCGTAGGAGACACATTIT 60,2

ACA_1621 - - 216
C95_orf2 R ATCGACGATGCGTTICA 60,6
C95 orfd F1 TGTTGGGCATGGAAGTAATTG 60,0

ACA_1622 - T 239
C95_orf4 R1 TGGAGGAACTCCTGCACA 59,9
C65 orfd F TCAACTTCAGCACGGGT 60,3

ACA 2353 B 218
- C65 orfiR  AGATGCGTTCCAGTTCAC 60,5
C34 orf25F GTCGTGCTTGCCGTAGA 60,0

ACA 1319 - 226
- C34_orf25 R AAGACCTTGTGTGCGATCA 59,8
C78 orf2 F TATCCCTTTCAGGCAGGT 59,3

ACA 0268 - 219
- C78_orf2R  CCAGGCTCTTGAGGATIT 59,5
C78_orf8 F CAGTTGGAGTACGAATCGC 60,1

ACA 0272 - 200
- C78_orf8 R CACCACCTTGAGCACCA 59,2
C78 orfl7F CGATATCAGCGCCGAAA 59,3

ACA 0279 - 226
- C78_orfiTR CCCGCAACACATGGTCA 59,7
Ci8_orfil9F GCCTGATCTTTGTGGAGTT 60,3

ACA 0280 222
- C78 orfl9 R  CCGTTGAGACTGAAATCGTGTA 60,1
C78 orfS0F GAAGTCTGGCAGGGCTA 59,8

ACA 0320 - 218
- C78 orfS0 R GCCCACACTCAGGGGATA 60,7
Ci4 orf5F TGGAGGAGTACTGGTCGAAA 59,5

ACA_1266 - 213
- C?4 orfSR  GAGGATGTTCTGGATGCG 60,0
C74 orfl1F CTCGGTGTGGAAGGAAT 59,2

ACA 1270 - 202
- C74 orfIl1 R GCTTTGAAGTGATCGAGGTC 60,2
C67 orf2F  TAGAACAGGATGGCCGC 60,1

ACA 0095 - 224
- C67 orf2R GCTCATCCGTGTAGAAACT 60,0
C67 orfd F1 GGATGTTGGGCCTGGAGA 61,1

ACA 0096 - 243
C67_orf4 R1  CGGAGGAACTCCTGCAC 61,1
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Tabla 5. Continuacion

Gen Partidor Secuencia 523’ Longitud (pb) Tm (°C)

Cl127 of7 F CACCGCCAAGATGATTT 59,8

ACA 1872 . 207
C127_orf7R CACCATCGGCTCTCGATA 59,3
Cl127_orf9 F1 CGAGGCCGTCCTGGATA 60,1

ACA 1873 210
C127_orf9 Rl CGTAGGATTGATGGTCAGC 60,2
C79 _orf49 F CCACGAACTGGAGGAAGAA 60,3

ACA_1412 - 199
C79_orf49 R GATCGTGTCCATAACGATCA 59,7
C79 orf5S0F TGTCGTCTACCCGATGC 60,4

ACA_1413 204
C79_orf5S0 R CGATCATGGCGACAAAG 60,3
C79 orf538 F TCTGCCCAGTACACGAA 60,1

ACA 1419 B 205
- C70_orf58 R CAGATCCAGGATGCAGAGAA 60,0
C122 orf32 F ATTCTTGCCCGCTTCAT 60,4

ACA 2590 205
- Cl122 orf32R TCGTCCAGATCCAGCATCA 60,1
C118 orf61 F1 GACGCCGTGAATCTGTT 59,6

ACA_1563 - 203
C118_orfol R2 GGCCATATCGACGATGC 60,3
C83_orf70 F1 GAAGGCACCGAATCGAAAG 60,1

ACA_2498 215
C83_orf70 R1 GCAGTCCCAGGATTTCAA 59,8
Cé6_orfd F1 GGCTCTATCCCTTGCGAGAA 60,3

ACA_2866 205
Cé_orf4 R1 CTCAAGGATCTGGTTGGTCA 60,2
C61_orf25 F1 TGGAAGATCTCAGCATCCT 60,3

ACA_l1660 . 207
C61_orf25 R1 TCGGTGCCAGTCGATAAA 60,1
C120 orfl0 F1 GATCTCGCGCTCTATGC 59.4

ACA 0801 210
Ci120 orfI¢R1 GATGGTCGAGACGGAGT 60,2
C57 orfl52 F CAGTTTGCCGGAACCTT 60,7

ACA_0994 199
C57 orfl52 R CCCAGCTCGTCATTGAT 59,7
C56_orf31 F GAGCCCTCACCCTCATC 60,0

ACA_ 1348 219
C56_orf31 R CCTTCGGCAGCAAGTAG 60,2
pelD_F ACCTGCAAGTGGAGCGCATT 59,7

ACA 0987 200
pelD R AGCGGGATAGCAGTTCCTGA 57,3
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Tabla 6. Partidores utilizados en el clonamiento de genes que codifican para proteinas con domino
GGDEF

Gen

Partidor

Secuencia 5°23°

ACA_1872
ACA_1413
ACA 1419
ACA 1270
ACA_0279

ACA_2590

127 7 F
127 7R
79 50 F
79_50_R
79 58_F
79 58 R
74_11_F
74 11 R
78_17_F
78_17.R
12232 F
122 32 R

ACCICTAGATAAGGAGGGCAAAGGATGACCGAAGCTCAG
ACCAAGCTTCAATGATGATGATGATGATGATGATGAACATGATCTCGGATCGCT
ACCTCTAGATAAGGAGGTTGGAACATGGTCCGAACCAAA
ACCAAGCTTCAATGATGATGATGATGATGATGATGGCCCATGGAATAGCTGACT
ACCTCTAGATAAGGAGGTCTCGACATGCGCTCCGATTCC
ACCAAGCTTCAATGATGATGATGATGATGATGATGGCAAATGCTCATACACCAA
ACCTCTAGATAAGGAGGCGCGCTGATGAACCTTGGCGGA
ACCAAGCTTCAATGATGATGATGATGATGATGATGGGGGTAACTGGGCAAGAAC
ACCTCTAGATAAGGAGGGCCTGCGATGCGCAAATCCGAT
ACCGTCGACCAATGATGATGATGATGATGATGATGCGAGGGTAATCCTTGGGAA
ACCGTCGACTAAGGAGGTGGGCGCATGGCCAACTGTCTG
ACCAAGCTTCAATGATGATGATGATGATGATGATGGCCATGGATGTCTAGATCT

Las regiones nucleotidicas subrayadas corresponden a los sitios de restriccién incorporados en los partidores.

Tabla 7. Plasmidios de expresion utilizados en ensayos de complementacion en enterobacterias

Plasmidios Construccidn/caracteristicas Referencias
pBAD24 Amp". Inducible por Arabinesa (Guzmany cols., 1995)
pBAD24 AdrA pBAD24::adr4 Este estudio
pBAD24 1872 pBAD24::ACA_1872 Este estudio
pBAD24 1413 pBAD24:4ACA_1413 Este estudio
pBAD24 1419 pBAD24:4ACA_I419 Este estudio
pTOPO Amp', Kan", Inducible por IPTG Invitrogen
pTOPOAdrA, pTOPO::adrd (Antoniani y cols., 2010)
pTOPOYdaM pTOPO:;ydaM (Antoniani y cols., 2010)
pTOPOWSspR pTOPO:wspR {Antoniani y cols., 2010)
pTOPO_1872 pTOPO::ACA_1872 Este estudio
pTOPO 1413 pTOPO::4CA 1413 Este estudio
pTOPO_1419 pTOPO::4ACA_1419 Este estudio
pTOPO_1270 pTOPO:ACA_1270 Este estudio
pTOPO_0279 pTOPO:ACA_0279 Este estudio
pTOPO_2590 pTOPO::ACA_2590 Este estudio




Tabla 8. Cepas utilizadas en ensayos fenotipicos en placas con Rojo Congo

Cepa Descripcitn Referencia
Salmonella Typhimurium
UMRI1 ATCC 14028~1 s Nal (Romling y cols., 1998)

MAE282 UMR1 STMI703::Cm’ (Kader y cols,, 2006)
AdrAlf UMRI adr4101::MudJ {Romling y cols., 2000)
AdrAlf p24 AdrAlf, transformada con pBAD24 Este estudio
AdrAlf AdrA AdrAlf, ransformada con pBAD24 AdrA Este estudio
AdrAlf 1872 AdrAlf, transformada con pBAD24 1872 Este estudio
AdrAlf 1413 AdrAlf, transformada con pBAD24 1413 Este estudio
AdrAlf 1419 AdrAlf, ransformada con pBAD24 1419 Este estudio
Escherichia coli
MG1655 F, A, mph-1" (Antoniani y cols., 2010)
AM70 MG 1655 AcsgA::cat® (Antoniani y cols., 2010)
AM70_pTOPO AMT70, transformada con pTOPO Este estudio
AM70_AdrA,, AM7TQ, transformada con pTOPOQ::adrd {Antoniani y cols., 2010)
AM70_YdaM AM70, transformada con pTOPO:ydaM {Antoniani y cols., 2010)
AM70 WspR AM70, transformada con pTOPO::wspR {Antoniani y cols., 2010)
AM70_1872 AM70, transformada con pTOPO::AC4 1872 Este estudio
AM70_1413 AM70, transformada con pTOPO::ACA_I1413 Este estudio
AM70_1419 AM?70, transformada con pTOPO::4C4A_1419 Este estudio
AM70_1270 AMT70, transformada con pTOPO::ACA_1270 Este estudio
AM70_0279 AM70, transformada con pTOPO::4C4_0G279 Este estudio
AM70 2590 AM?70, transformada con pTOPO::4CA4_2590 Este estudio
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Una gota de 5 pL de cada cultivo fue depositada sobre placas con medio LB semisélido sin cloruro
de sodio, suplementado con Rojo Congo (40 pg/ml), azul de coomasie G-250 (10 pg/ml) y los
antibidticos correspondientes.Para inducir la expresién de los genes rio abajo de los promotores Ppap
(pBAD24) o lac (pTOPO 2.1) las placas también contenian L(+)-arabinosa (0,2%) o IPTG {1 mM). El
morfotipo rojo de E. coli fue evaluado después de incubar las placas 48 h a 30°C. El morfotipo rojo,
seco y rugoso (rdar) de S. fyphimurium fue evaluado después de incubar las placas 48 h a 28°C. La
produccion de celulosa fue evaluada cualitativamente mediante la unién de calcofluor a las distintas
cepas de S. typhimurium crecidas sobre placas con medio LB semisolido sin cloruro de sodio

suplementado con calcofluor (Fluorescent brightener 28; Sigma-Aldrich ®) (200 pg/ml).

2.7 Construccion de mutantes nulos en A% caldus

2.7.1 Construccion del plasmidio suicida

El plasmidio suicida fue construido como descrito en van Zyi y cols. (2008). Un fragmento de 2,2
kb que contiene el gen aca /413 y aproximadamente 800 pb rio arriba y rio debajo de éste, fue
amplificado por PCR utilizando partidores especificos con sitios de restriccién para la endonucleasa
Xbal. Este fragmento fue clonado en el vector pPGEM-T easy. Posteriormente, fue escindido mediante
digestiones sucesivas con Sphl'y Xbal, y clonado en el vector pOT, obtenido desde el Laboratorio de
Microbiologia de ia Universidad de Stellembosch, resuitando el constructo pOT-ACA1413 (figura 3).
Este constructo fue digerido con las enzimas Sful y BsfXI, escindiendo la secuencia nucleotidica
codificante para casi todo el dominio GGDEF de ACA_1413, obteniéndose el vector pOT-
ACAI1413(GGDEF"). Por otro lado, un fragmento de 1,45 kb que lleva el cassette de resistencia a
kanamicina del TnS5 fue obtenido mediante la digestién del plasmidio pSKM2 con las enzimas HindIIT
y Smal. Los extremos cohesivos originados por las enzimas HindlIl y BstXI fueron rellenados usando
la DNA polimerasa T4 (Fermentas ®) y entonces, el cassette de kanamicina fue ligado al vector pOT-

ACA1413(GGDEF"), obteniéndose el plasmidio suicida pOT-ACA1413(GGDEF )::Km.
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Figura 3. Construccién del plasmidio suicida pOT-ACA1413::Kan. El esquema representa los
pasos esenciales de la construccion del plasmidio suicida. Un fragmento de aproximadamente 2500
pb que contiene al gen aca 1413 fue clonado en el vector pOT utilizando las enzimas Xbal y Sphl,
obteniéndose como resultado el plasmidio pPOTACA1413.Utilizando BstxI y Stul se escindid un
fragmento interno del gen aca 1413 (a partir del cual se sintetiz6 la sonda 1). Este ultimo fragmento
fue reemplazado por un casete de resistencia a kanamicina obtenido desde el plasmidio pSKM2
(desde el cual se sintetiz6 la sonda 2) obteniéndose el plasmidio suicida pOT-ACA1413::Kan.
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2.7.2 Conjugacién

Células de E. coli HB101 fueron transformadas con los plasmidios pR388 y pOT-
ACA1413(GGDEF-)::Km, Los clones fueron seleccionados con kanamicina y trimetoprim, y Iuego
confirmados mediante extraccion de los plasmidios y su posterior digestion con enzimas de restriccién.
Los clones positivos fueron pre-adaptados en 50 ml de medio MSM suplementado con 0,05% (P/V) de
extracto de levadura y los antibidticos correspondientes a 37°C por una noche. 4¢, caldus ATCC 51756
fue cultivado en medio con tiosulfato a 37°C por 5 dias. Entonces, 50 mi (5x10' células) de la cepa de
E. coli HB101 que lleva el plasmidio suicida y 500 ml (3x10' células) de At. caldus, fueron colectados
por centrifugacién a 6000 x g por 10 min a temperatura ambiente y lavados dos veces con MSM
estéril. Ambas cepas fueron resuspendidas separadamente en 250 pL. de MSM y mezclados 1:1 v/v. Se
sembraron 100 pl de la mezcla sobre filtros de nailon de 0,2 pm (PALL Gelman Laboratory), los
cuales fueron depositados sobre medio sélido con tiosulfato (pH 4,5) y 0,05% de extracto de levadura.
Después de 5 dias de incubacion a 37°C, las células fueron retiradas, lavadas e inoculadas en 500 ml de
medio fresco sin extracto de levadura con kanamicina (200 pg/ml). Los cultivos fieron incubados a
37°C durante una semana. Los transconjugantes de A4t. caldus fueron seleccionados por su resistencia
a kanamicina, mientras que E. coli fue eliminada por la ausencia de fuente de carbono. Posteriormente,
los cultivos fueron diluidos de forma apropiada, sembrados en medio sélido con tiosulfato y

kanamicina (150 pg/ml), e incubados a 37°C hasta la aparicién de colonias.

2.7.3 Discriminacién entre los mutantes de recombinacién simple y doble
La discriminacion entre los mutantes de recombinacién simple y doble se realizé mediante “colony
blot” y “Southern blot” (Sambrook., 1989). Las colonias de Ar. caldus resistentes a kanamicina fueron
replicadas en forma de parche sobre medio sdlido selectivo e incubados a 37°C por 6 dias. Los parches
de células fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa, las que luego fueron sucesivamente

lavadas con una solucién denaturante (NaCl 87,7 g/l, NaOH 20,0 g/l) durante 10 min, dos veces con
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una solucién nentralizante (NaCl 87,7 g/, Tris 60,5 g/l, EDTA 3,7 g/l, pH 7,2) por 5 y 10 min,
respectivamente, y con SSPE (NaCl 43,8 g/l, Nahora,PO, 6,9 g/l, EDTA 7,4 ¢/1, pH 7,4) por 5 min.
Posteriormente, las membranas fueron secadas sobre papel absorbente a temperatura ambiente durante
una h. E] DNA se fij6 a la membrana exponiéndolas 5 min bajo luz U.V. Los restos celulares fueron
removidos manualmente y las membranas lavadas dos veces con SSC 0,1% SDS (NaCl 26,3 g/,
CsHsNa30; 13,2 g/l, SDS 0,1% p/v) por 10 min a 65°C. Las membranas fueron pre-hibridadas en una
solucion de “DIG Easy Hyb Granules” (ROCHE ®) toda Ia noche a 42°C, Se construyeron dos sondas
mediante el kit de marcaje “Dig” de ROCHE ®. La sonda 1 corresponde al fragmento interno del gen
aca_1413 escindido en la construccion del plasmidio suicida (520 pb), mientras que la sonda 2
corresponde al cassette de resistencia a kanamicina (figura 2). Para determinar el intercambio de
material genético, las membranas se hibridaron con 20-60 ng de Ia sonda 2 en 5 ml de una solucién de
“DIG Easy Hyb Granules” toda la noche a 42°C. A continuacidn, las membranas se lavaron dos veces
con 100 m! de SSC 0,1% SDS por 10 min, y dos veces con 0,1X SSC 0,1% SDS por 10 min a 65°C.
Posteriormente, las membranas fueron lavadas con 50 mi de amortiguador de lavado (4cido maleico
11,6 gfl, NaCl 8,7 g/l, Tween 5% p/v, pH 7,5) por 10 min a temperatura ambiente, continnando con
una incubacion en 50 ml de amortiguador de equilibrio (dcido maleico 11,6 g/l, NaCl 8,7 g/l, leche en
polvo 5% p/v, pH 7,5) por 30 min. Las membranas fueron sometidas a una deteccién inmu:miégica
incubdndolas en una dilucién (1:20.000) del anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa
alcalina (ROCHE) en amortiguador de equilibrio. Las membranas fueron lavadas dos veces con
amortiguador de lavado por 15 min y una vez en amortiguador de deteccién (Tris-HCI 12,1 gfi, NaCl
5,8 g/l, pH 9,5) por 5 min. Finalmente, las membranas se incubaron con 1 ml de CDP-Star (ROCHE
®) dentro de una bolsa plastica hermética durante 10 min. Luego de eliminar el exceso de liquido, las
membranas se inmovilizaron sobre peliculas de rayos-X en un cassette de exposicion por 1 h. Después,
las membranas fueron lavadas y reensayadas contra la sonda 1 siguiendo los pasos descritos
anteriormente. Los parches que dieron una sefial clara con ambas sondas se consideraron mutantes de

recombinacién simple, mientras que los parches que mostraron seiial sélo con la sonda 2 se
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consideraron como mutantes de recombinacion doble. La comprobacién de la mutacién se realizé
mediante “Southern blot™ utilizando la sonda 2. Tres pg de DNA. de las cepas silvestre y mutante de 4.
caldus fueron digeridos utilizando las enzimas de restriccion EcoRl o Nhel. Los productos de estas
digestiones se separaron mediante electroforesis en un gel de agarosa, el que luego fue tefiido con
bromuro de etidio y fotografiado. Posteriormente, el gel fue enjuagado en HCI 0,25 M durante 30 min,
seguido de dos lavados con solucién de denaturacién por 20 min, y dos veces en solucién de
neutralizacién por 20 min. El DNA fue transferido a una membrana de nitrocelulosa, cuyo tratamiento

y revelado se realizé como se describié anteriormente.

2.8 Ensayos fenotipicos en At caldus

2.8.1 Adherencia

Aproximadamente 1 x 10"/ml células de las cepas de At. caldus ATCC51756 y Al413 fueron
crecidas en 100 ml de MSM usando cupones de azufre elemental como fuente energética (Gonzilez y
cols., 2012). Los cupones se obtuvieron por fusion de azufre elemental (Sigma-Adrich) y su posterior
solidificacién sobre un portaobjeto. Cupones de aproximadamente 1 cm® fueron seleccionados y
esterilizados en MSM hirviendo. Los cultivos fueron crecidos durante 96 ¢ 120 h a 45°C con una
agitacion de 100 rpm. La adherencia celular al sustrato fue evaluada indirectamente mediante el conteo
de las células planctonicas y de forma cualitativa mediante la visualizacién de los cupones utilizando
distintos tipos de microscopia. Los cupones fueron rescatados a distintos tiempos, lavados suavemente
dos veces con agua acida (pH 1,5) y fijados en formaldehido 4% durante toda la noche. Posteriormente,
los cupones fueron lavados con agua destilada y tefiidos durante 15 min con 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) (0,01 pg/ml) (Sigma-Aldrich ®) y con la lectina concanavalina A marcada con
isotiocianato fluoresceina (FITC) (Sigma-Aldrich ®) (100 mg/ml) (Mangold y cols., 2008, Porter y
Feig, 1980). Los cupones fueron enjuagados con agua destilada, secados a temperatura ambiente, y

visualizados en un microscopio invertido de epifluorescencia (Departamento de Biologia de la
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Universidad de Chile) con un aumento total de 400X. Las muestras se excitaron con luz de longitud de
onda de 365 nm para DAPI (emisién de luz azul 2 390 nm) y de 490 nm para FITC-ConA (emisién de
luz verde a 520 nm). Cada experimento se realizé 3 veces. Adicionalmente, para una de las replicas de
cada experimento, se preparé otra serie de cupones para su visualizacién mediante microscopfa

electrénica de barrido (Facultad de fisica, Universidad Catdlica de Chile),

2.8.2 Motilidad

Para los ensayos de motilidad, cultivos de las cepas de At. caldus ATCC51756 y A1413 fueron
crecidas en MSM con tetrationato (2 mg/ml) como fuente de energia. La concentracién celular de los
cultivos fue determinada por conteo en una cdmara de Neubauer. Diez m! de cada cultivo en fase
exponencial fueron centrifugados 5 min a 5.000 x g. Las células fueron rescatadas y resuspendidas
suavemente en MSM fresco a una concentracién de 1 x 10® células/ml, Cinco pl de cada resuspension
fueron depositados sobre medio semisdlide con tetrationato. Se disefiaron tres medios diferentes: 1,
medio MSM pH 2,5, Phytagel 0,2% (P/V); 2, MSM pH 4,7, Phytagel 0,2% (P/V); 3, MSM pH 4,7,
Phytagel 0,08% (P/V). La motilidad fue evalvada de forma cualitativa midiendo el didmetro de

desplazamiento después de incubar cuatro dias a 45°C.
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3. RESULTADOS

3.1 Identificacién y caracterizacion in silico de los componentes
genéticos candidatos para una via de sefializacién mediante
c-di-GMP en At caldus

Para indagar acerca de una posible via de transduccion de sefiales mediante c-di-GMP en
At. caldus, inicialmente se analizé la secuencia genémica de la cepa ATCC 51756 de este
microorganismo, en bisqueda de marcos de lectura abiertos (ORFs) que codifiquen protefnas con
dominios GGDEF, EAL y/o HD-GYP. La estrategia para indagar la presencia de PDEs con dominio
HD-GYP consisti6 en la biisqueda de ORFs que codifiquen proteinas con dominios con similitud a la
superfamilia HD. Este andlisis arrojé la presencia de dos ORFs que codificarian protefnas con dominio
HD, ACA 1367 y ACA_2582, anotados en “National Center for Biotechnology Information” como
una deoxyguanosina-trifosfato trifosfohidrolasa y ppGpp sintetasa, respectivamente. Sin embargo, un
anélisis manual posterior, determind la ausencia del motivo HHExxDGxXGYP, caracteristico del
dominio HD-GYP (Galperin y cols., 1999, Seshasayee y cols., 2010), por lo que las proteinas
codificadas por estos ORFs no fueron considerados como posibles participantes de una via de c-di-
GMP en At. caldus. Por otro lado, se identificaron dieciocho ORFs que codifican para proteinas con
dominios GGDEF y/o EAL. Como primera etapa, para indagar acerca de la funcionalidad de las DGCs
y PDEs candidatas, se realizaron comparaciones de estructuras primarias contra dominios GGDEF y

EAL conocidos en la literatura por poseer actividad DGC y PDE, respectivamente.

3.1.1 Diguanilatociclasas candidatas

Hasta ahora, las DGCs mejor caracterizadas son PleD de C. crescentus y dos homélogos de WspR
de P. aeruginosa y P. fluorescens. Anilisis de funcionalidad basados en técnicas de mutacidén sitio-
dirigida y estudios estructurales de estas enzimas determinaron aminoédcidos importantes del sitio

activo (sitio A) y de dos sitios de inhibicién alostérica: el primario (Ip) y el secundario (Is) (Chan y
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cols., 2004, De y cols., 2008, Malone y cols., 2007, Wassmann y cols., 2007) (Anexo 4 y figura 4A).
En PleD, los grupos fosfatos del sustrato andlogo GTPaS muestran una interaccién directa con los
aminoécidos K442 y R446 y con uno de los iones Mg™", el cual es coordinado por los aminoscidos
E370 (del motivo GGDEF) y D327. La base nitrogenada es coordinada por los aminoacidos Asn 335 y
Asp 344, mientras que Lys 332 estaria involucrada en la salida de pirofosfato. El sitio de inhibicién
primario (Ip) estd formado por los aminodcidos Arg 359, Asp 362 y Arg 390, los que interactian
directamente con las bases del c-di-GMP. El sitio de inhibicién secundario (Is), formado por los
aminodcidos Arg 313 y Arg 316, interactia con Ip a través de dimeros de c-di-GMP cambiando la

conformacion del sitio activo e inhibiendo la actividad DGC (figura 2, pagina 13).

En el genoma de At caldus, se identificaron 15 dominios GGDEF (figura 4), cada uno de los
cuales se encuentra en 15 proteinas distintas: ACA_0994, ACA_0272, ACA_1412, ACA 0279,
ACA_1270, ACA_ 1872, ACA_1419, ACA_2590, ACA_1413, ACA 2866, ACA_1660, ACA 0096,
ACA_2498, ACA_1622 y ACA_0801. Exceptuando el dominio GGDEF de ACA_2498, cuyo e-value
es cercano a 10°%, todos los dominios GGDEF poseen e-values menores que 10%, La comparacién de
las secuencias aminoacidicas de las proteinas que contienen estos dominios con la base de datos de
dominios conservados CDD revel6 que todas ellas ademds comprenden otros dominios, o bien poseen
un nimero de aminoacidos suficiente para presentar otro(s) dominio(s) (>-100 aa). Seis de las proteinas
que contienen el dominio GGDEF son hibridas (ACA_2866, ACA_1660, ACA_0096, ACA_2498,
ACA 1622, ACA_0801), es decir, que ademas poseen un dominio EAL. El resultado del anlisis
comparativo sugiere que, de las otras nueve, siete serfan funcionales como DGCs (ACA_0994,
ACA_0272, ACA_0279, ACA_ 1270, ACA_1872, ACA_2590, ACA_1413) mientras que dos no lo
serian (ACA_1412 y ACA_1419) (figura 4 A, tabla 9). La proteina ACA_1412 posee 10 de los 11
aminoacidos clave para la siniesis de c-di-GMP, donde el residuo Phe372 del motivo GGDEF esta
sustituido por una leucina (GGDEL). Una sustitucion similar en la proteina WspR inhibe totalmente su

actividad DGC, lo que sugiere que ACA._1412 debiese ser inactiva como DGC (Malone y cols., 2007).
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Por otro lado, la proteina ACA_1419 si bien posee el motivo GGDEF intacto, carece de residuos
involucrados en la unién de sustrato (Arg 446) y catalisis (Lys 332), lo que sugiere la incapacidad de
esta proteina para sintetizar c-di-GMP. En relacién con los siete dominios predichos como DGCs
activas, tres de estos (ACA_0994, ACA_1270 y ACA_1413) poseen la totalidad de los aminoécidos
clave para la actividad DGC, mientras que las cuatro restantes (ACA_0272, ACA_0279, ACA_1872y
ACA_2590) carecen de R446. ACA_1872 posee una sustitucién funcional por lisina en esta posicién.
Por ofra parte, ACA_0272, ACA 0279, y ACA_2590 poseen lisinas o argininas en la posicién

contigua 447 que podrian suplir la ausencia de Arg 446 (anexo 3).

En relacién a las proteinas hibridas (figura 4 C; tabla 9), cuatro de los seis dominios GGDEF
(ACA_1660, ACA_0096, ACA_1622, ACA_0801) poseen la totalidad de los aminodcidos clave y por
ende podrian ser funcionales como DGCs. El dominio GGDEF de ACA_2498 carece de la mayoria de
los aminodcidos del sitio activo, por lo que probablemente no es activo como DGC. En la proteina
ACA_2866, la primera glicina (G368) del motivo GGDEF es reemplazada por triptéfano (WGDEF).
En la DGC WspR de P. fluorescens la sustitucién de esta glicina por aminodcidos arométicos ha sido
suficiente para la inactivacién de la enzima, lo que sugiere que el dominio GGDEF de ACA 2866 es

inactivo como DGC,

En conclusion, este andlisis bioinformatico permite definir que once de los quince dominios

GGDEF podrian ser funcionales como DGC (tabla 9).
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Tabla 9. Ntmero de aminoicidos involucrados en la funcionalidad de las
DGCs presentes en los dominios GGDEF de 4, caldus.

Proteina SiticA(llaa) Ip(3aa) Is(lo2aa) Prediccion

ACA_0094 11 3 1 A
ACA 0272 10 3 2 A
ACA 1412 10 3 2 NA®
ACA_0279° 10 3 2 A
ACA 1270° 11 3 1 A
ACA_1872° 10 3 1 A
ACA_1419" 9 0 i NA®
ACA_2590° 10 2 1 A
ACA_1413° 11 3 1 A
ACA 2866 10 1 1 NA®
ACA_1660 10 3 2 A
ACA 0096 10 3 1 A
ACA 2498 2 1 1 NA®
ACA_1622 11 3 1 A
ACA 0801 11 3 1 A

* Proteinas cuya actividad DGC fue ensayada en enterobacterias (seccién 4).
® No se descarta que pueda ser un dominio efector, ¢ Se descarta que pueda
ser un dominio efector. Las protefnas resaltadas con fondo gris representan
proteinas con dominios GGDEF y EAL. NA, No activo. A, activo.
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3.1.2 Fosfodiesterasas candidatas

Anélisis bioquimicos y genéticos han identificado 10 aminoicidos esenciales (E523, R527, E546,
N584, E616, D646, D647, K667, E703 y Q723) para la hidrélisis del ¢-di-GMP en el dominio EAL de
la PDE TBD1265 de 7. denitrificans (Tchigvintsev y cols., 2010) (anexo 6, figura 4B). La mayoria de
los aminodcidos esenciales (E523, N584, E616, D646, D647, K667 y E703) para la actividad PDE del
dominio EAL forman una red electrostatica con dos iones Mg?* y una molécula de agua, la cual se ha
postulado como base catalitica del mecanismo. Los iones metélicos interactiian directamente con uno
de los fosfatos del c-di-GMP, mientras que el otro fosfato lo hace con R527. El residuo Q723
interactiia con E523, E616 y K667 estabilizando 1a conformacién del dominio. La funcién del residuo
E546 no es muy clara, sin embargo su cadena lateral ha sido propuesta para la interaccién con una de

las guaninas del c-di-GMP.

Ademiés de los seis ORFs que codifican proteinas hibridas, en el genoma de Ar. caldus se
detectaron tres ORFs que codificarfan proteinas con dominio EAL (ACA_1873, ACA 1563 y
ACA_1348). Al contrario de ACA_1348, la cual posee un dominio HD trunco, ACA_1563 y
ACA_1873 no poseen aminodcidos suficientes para contener otro dominio acompafiante. De estas tres
protefnas, s6lo una puede ser propuesta como PDE funcional, ACA 1873 (figura 4 B, tabla 10). Esta
proteina carece de uno de los aminoécidos importantes para la actividad (E546), sin embargo, un
residuo polarmente negativo como serina podria suplir su interaccién con una de las bases nitrogenadas
del c-di-GMP (anexo 7). ACA_1563 carece de 2 de los diez residuos importantes: E546 y R527. El
dominio EAL de esta proteina carece de 18 amino4cidos entre las posiciones 538 y 556 de la proteina
TBD1265, por lo que no existe ningin aminoécido que pueda cumplir la funcién de E546. Se ha
demostrado que el reemplazo de R527 por alanina disminuye considerablemente la actividad PDE, sin
inhibirla por completo (Tchigvintsev y cols., 2010). En el caso de ACA_1563, el reemplazo de R527
por aspartato, cuya cadena lateral tiene carga negativa, no parece ser el mas idéneo para una actividad
PDE funcional. Por otra parte, ACA_1348 carece de 5 aminoacidos importantes para la actividad PDE.
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Tabla 10. Numero de aminoacidos involucrados en la
funcionalidad de las PDEs, presentes en los dominios EAL
de At. caldus

Proteina Sitio activo (10 aa)  Prediccién
ACA_1348 5 NA
ACA_1563 8 IND
ACA_1873 9 A
ACA_2866 9 A
ACA_1660 9 A
ACA_0096 9 A
ACA 2498 10 A
ACA_1622 A
ACA_0801 A

Las proteinas resaltadas con fondo gris representan protefnas
hibridas, NA, No activo. A, activo, IND, indeterminado.
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La sustitucién individual de cada uno de estos aminodcidos por alanina ha mostrado la inhibicién
completa de Ia actividad PDE (Tchigvintsev y cols., 2010), por lo que la ausencia simultanea de estos
cinco aminodcidos probablemente resulte en una protefna sin esta actividad. En el caso de las seis
proteinas con ambos dominios (EAL y GGDEF), el anélisis comparativo revelé que todas debieran ser
funcionales (figura 4, tabla 10). El dominio EAL. de ACA 2498 conserva los 10 aminoicidos
importantes para la actividad PDE y, ademis, esté asociado a un dominio GGDEF predicho inactivo.
Tres (ACA_0096, ACA_1622 y ACA_0801) poseen una sustitucién en E546/D546 que no deberia
afectar su funcionalidad. El dominio EAL de ACA_1660 posee la sustitucién un residuo de serina en la
posicién 546, cuyo grupo hidroxilo pudiese suplir el rol del residuo conservado de 4cido glutdmico.
Finalmente, ACA_2866 muestra la ausencia de E546 sin embargo, ¢l alineamiento de estos dominios
(anexo 7) muestra un residuo de aspartato contiguo a la posicién 546 que podria posicionarse de

manera de cumplir con la funcién,

En conclusion, los andlisis comparativos permitieron definir que siete de los nueve dominios EAL

serfan funcionales como PDEs (tabla 10).

3.2.3 Posibles efectores en la via del ¢-di-GMP en At caldus

Los analisis anteriormente descritos permitieron identificar posibles DGCs y PDEs funcionales en
At. caldus, indicando que este microorganismo cuenta con los elementos necesarios para la sintesis y la
degradacién del ¢-di-GMP. Como paso siguiente, se analiz la secuencia gendémica de At. caldus
ATCC51756 en bisqueda de ORFs que codifiquen posibles efectores de esta via., Recientemente,
proteinas con dominio GGDEF han sido descritas como efectoras de la via del c¢-di-GMP. Estos
dominios son inactivos como DGCs ya que no poseen los aminodcidos importantes del sitio activo,
pero si presentan un sitio primario de inhibicion alostérica intacto (RxxD) que puede unir c-di-GMP.
Ejemplos de proteinas efectoras con un dominio GGDEF degenerado incluyen a PopA de
C. crescentus (Duerig y cols., 2009), CdgG de V. cholerae (Beyhan y cols., 2008) y PelD de
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P. aeruginosa (Lee y cols., 2007). Del andlisis in silico de funcionalidad de DGCs codificadas en el
genoma de Af. caldus se desprende que de las proteinas con dominic GGDEF inactivo como DGC,
solo ACA_1412 conserva los aminoacidos de los sitios Ip e Is, sugiriendo que esta proteina podria

actuar como efector de la via del c-di-GMP.

A pesar de que el domino GGDEF degenerado del efector PelD de P. aeruginosa posee cierta
similitud estructural con el dominio GGDEF (Franklin y cols., 2011), éste se encuentra poco
conservadoe a nivel de estructura primaria (Lee y cols., 2007). El anilisis de bisqueda para los
dominios GGDEF de At. caldus se basé en la conservacién de estructura primaria, por lo que un
eventual pardlogo de PelD no tendria por qué ser detectado. Usando la secuencia aminoacidica de PelD
como entrada para un anélisis de BlastP sobre el protedma de A, caldus se identifico un homologo de
esta proteina, ACA_0987, la que comparte un 46% de similitud y 29% de identidad con PelD de P,
aeruginosa. ACA_0987 conserva los aminodcidos importantes para la unién de c-di-GMP (R567,
G568, L569, D570, V751 y R403) y un contexto génico similar al operdn pel de P. aeruginosa, cuyos
siete genes codifican para proteinas esenciales para la sintesis del polisacirido PEL (figura 5). Este
hallazgo, abre la posibilidad de que en Ar. caldus exista un complejo proteico productor de

exopolisacaridos regulado por la unién de ¢-di-GMP a uno de sus componentes (ACA_0987).

Hasta el momento hay reportados dos efectores que unen c-di-GMP en su dominio EAL: FimX y
LapD. Ambas proteinas, ademds de los dominios GGDEF y EAL, poseen otros dominios hacia su
extremo amino-terminal, los que estén involucrados en la transduccion de la sefializacién mediante
c-di-GMP. Los ORFs que poseen dominios EAL predichos como PDE inactivas (ACA 1348 y
ACA_1563) no poseen otros dominios (figura 4 B) ni tampoco la mayoria de los aminoacidos descritos
como importantes para la unién de ¢-di-GMP en FimX y en LapD, por lo que no deberian actuar como

estos efectores.
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Figura 5. Identificaciéon de la presencia del homélogo de PelD de At caldus
ACA_0987. A, Alineamiento entre PelD de P. aeruginosa y ACA_0987 revela posibles
sitios de union de c-di-GMP. B, comparacion de la organizacion génica del operon pel de
P. aeruginosa y el putativo operon pel de At. caldus. Se indica el nivel de identidad y
similitud que poseen las proteinas codificadas por cada gen.
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Por otro lado, se identificaron ocho genes que codifican proteinas efectoras con dominio PilZ en el
genoma de At. caldus (tabla 11). El principio de reconocimiento del c-di-GMP por este dominio esta
basado en “dedos de arginina”, ubicados en el c-di-GMP switch, el que a su vez esti compuesto por los
motivos RxxxR y D/NzSxxG, separados por aproximadamente 20 residuos de aminodcidos (Benach y
cols., 2007, Habazettl y cols., 2011, Ko y cols., 2010). En At. caldus, 6 de los 8 dominios PilZ poseen
los motivos del c-di-GMP switch completos. Uno de éstos estd presente en la proteina ACA 1319, la
que presenta una alta homologia a la subunidad A de celulosa sintasa (BesA) de G. xylinus (1=34%,
S=52%), E. coli (1=34%, S=55%) y S. Typhimurium (1=26%, S=57%). (CESA_CelA_like, €*). En
comparacion con el contexto gendmico de los genes besd de G. xylinus, E. coli y S. typhimurium,
aca_1319 conserva los genes que codifican una endoglucanasa {BesZ) y 1a subunidad B de la celulosa
sintasa (BesB), sin embargo, el gene para la subunidad C (BcsC) no esta presente en el operén ni
tampoco fue encontrada en otra parte del genoma (figura 6). El contexto de ACA 1319 revela ademas
la presencia de una UDP-glucosa pirofosforilasa, encargada de sintetizar UDP-glucosa a partir de
Glucosa-1-P y UTP, el que es usado como sustrato para elongar el polimero de celulosa a través de la
celulosa sintasa (Ross y cols., 1991). Estos resultados sngieren fuertemente que el c-di-GMP y
ACA_1319 podrian regular la sintesis de celulosa en At. caldus. En el genoma de At caldus se
encontrd otra region con homologos a BesABZ, sin embargo, la copia de BesA no posee dominio PilZ.
Rio abajo de éstos, y en direccion contraria, se ubica el gen aca 2353 (figura 6), el cual codifica
probablemente para una proteina de ensamble del pili tipo 4 (PT4). Otras tres proteinas con dominio
PilZ con c-di-GMP switch completo, ACA_1621, ACA_0095 y ACA 0280, presentan homologia con
proteinas de ensamble del PT4, sin embargo, sélo aca_0280 presenta un contexto relacionado con éste
(figura 6). Es interesante notar la presencia de transposasas flanqueando este contexto, lo que podria
sugerir que toda esta agrupacién de genes fue incorporado al genoma de At caldus en un solo evento.
Esto también explicaria la ausencia de pilE, el que generalmente se ubica rio abajo de PilY en otras

bacterias Gram-negativas.
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Tabla 11. Efectores candidatos con dominio PilZ codificados en el genoma de Ar. caldus.

c-di-GMP switch

Proteina e-value RxxxR D/NzSxxG Mejor(es) hit de Blast (e-value)
ACA 1266 | 7.64¢™ | AMDGG/RIRGGG type IV pilus assembly PilZ, At. ferrivorans (3e™*)
ACA 1621 | 2,77¢" | RKDRR/DFSPSG type IV pilus assembly PilZ, At. thiooxidans (9¢™7)
ACA 0095 | 3,85¢™ RKDKR/DFSPSG type IV pilus assembly PilZ, At. thiooxidans (3e™*)
ACA 0280 | 6,69¢” | RLSAR/DFSLNG type IV pilus assembly PilZ, At. thiooxidans (2¢°)
ACA 2353 | 7,52¢% | RFRAR/NFSTGG type 1V pilus assembly PilZ, Ar. thiooxidans (4¢”)
Hypotetical protein, At. thiooxidans (2¢™°)
04 . Glicosil transferasa, Thiomonas sp. (2¢™%)
AEA I | Bl RQLYR/DISAGG | ¢y 1V pilus assembly PilZ, T, Intermedia K12 (562
YcgR, Pseudogulbenkiania sp. (2¢™)
Hypotetical protein, At. thiooxidans (6e™)
: Glicosil transferasa, Thiomonas sp. (6e72)
* -06
RIGH, BR20S | e RQSLR/IDVSAGG | e IV pilus assembly PilZ, T. Intermedia K12 (1™
YcgR, Pseudogulbenkiania sp. (5¢™)
ACA 1319 | 6,51°™ RTAAR/DISWRG Celulosa sintasa A, At. thiooxidans (0.0)

En rojo se indican los aminodcidos clave en la unién del c-di-GMP al dominio PilZ. * El ORF
ACA _0320 fue el inico cuya expresion no fue detectada en experimentos de RT-PCR (figura 7, pagina

63).
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Ademds, esta agrupacion de genes incluye a aca_0279, el que codifica para una proteina con dominio
GGDEF el que ha sido calificado como una DGC funcional segiin el anélisis bioinformético. Los genes
aca 1621y aca 0095 se encuentran rio arriba de genes (aca 1622 y aca 0096) que codifican para
proteinas hibridas calificadas como DGC/PDE funcionales mediante los andlisis de comparacién

aminoacidica.

La sexta protefna con dominio PilZ con motivo c-di-GMP switch completo es ACA_0320. Esta
proteina hipotética posee cierta similitud con YcgR (22% identidad, 41% similitud) de E. cofi, 1a cual
une c-di-GMP y frena la rotacién del flagelo mediante la interaccion con componentes del motor, Al
igual que YcgR, ACA 0320 mide aproximadamente 240 aminodcidos, por lo que ademés del dominio
PilZ (100 aa), podria acomodar perfectamente el dominio “YcgR”. Sin embargo este dominio no fue
detectado en la comparacion de ACA_0320 con la base de datos de dominios conservados CDD. En
E. coli, ycgR se encuentra entre los genes emid y ymgE, los que codifican para una
endotransglicosilasa y una proteina de membrana, respectivamente. Al contrario, 4CA_0320 se ubica

en direccion confraria a un grupo de genes esenciales para la formacion del flagelo (figura 6).

Dos proteinas con dominio PilZ (ACA_0268 y ACA_1622) poseen un ¢-di-GMP switch incompleto.
Al igual que ACA 0320, ACA 0268 posee cierta similitud con YcgR (I=22%, S=41%), pero el
dominio “YcgR” no fue detectado. aca 0268 esté ubicado rio arriba de los genes iK'y fIhB, los que
codifican proteinas involucradas en la regulacion de la longitud del gancho del aparato flagelar. Por
ultimo, aca_1622 codifica una protefna de ensamble de TP4 cuyo dominio PilZ no posee c-di-GMP
switch. Dominios PilZ sin c-di-GMP switch se han reportado como reguladores de la motilidad tipo
twitching, incluyendo PilZ (PA2960) de P. aeruginosa y XAC1133 de X. axonopodis. Esta 1ltima se

interactiia con FimX y con PilB regulando la funcién del PT4.
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3.2 Analisis de la expresion de los ORFs involucrados en la via
del c-di-GMP en At caldus.

Para determinar si los ORFs identificados in silico son expresados en At caldus, se realizé un
estudio transcripcional mediante PCR de transcripcién reversa. El RNA fue extraido desde cultivos
crecidos en azufre en fase exponencial. Este andlisis revelo que a excepcion de aca 0320, todos los

ORFs se expresan en At. caldus (figura 7).

3.3 Deteccion de c-di-GMP en Acidithiobacillus caldus

Para determinar la existencia de una actividad DGC funcional en At. caldus, se procedi6 a detectar
la presencia intracelular de esta molécula mediante espectrometria de masas. Extractos ricos en
nucleétidos obtenidos desde células de At caldus crecidas en azufre fueron inyectados directamente a
un espectrémetro de masas tipo electrospray trampa iénica (ESI-IT). El analisis se realizé en modo de
polaridad negativa (figura 8), en el cual el ién molecular [M-H]" de c-di-GMP corresponde a la sefial
m/z 689 (figura 8 A) (Christen y cols., 2005, Ruiz y cols., 2012, Simm y cols., 2004), mientras que su
fragmentacion MS/MS produce, entre otras, las seflales especificas m/z 344 y m/z 538 (figura 8 B)
(Ruiz y cols., 2012). Los espectrogramas de los extractos ricos en nucledtidos mostraron una amplia
variedad de seifiales, incluyendo la del i6n m/z 698 (figura 9). La seleccion y ia posterior fragmentacién
de este ion produjo las sefiales caracteristicas m/z 344 y m/z 538, indicando que los extractos obtenidos
desde At caldus contienen c-di-GMP, por lo que se concluyd que este microorganismo tiene la

capacidad de sintetizar este segundo mensajero.

62




ACA_0094 ACA_1270 ACA_1872 ACA_0279 ACA_1412 ACA_2590

'S
8 1 ACA_1413 ACA_0272 ACA_1419 ACA_1348 ACA_1563 ACA_1873
(V)
2 ACA_2866 ACA_1660 ACA_0096 ACA_2498 ACA_1622 ACA_0801
i =
w
i
(o]
Q
0
ACA_1621 ACA_0320 ACA_2353 ACA_1319 ACA_0268 ACA_0280
N
a

Figura 7. Analisis de la expresion transcripcional de los genes que codifican proteinas
involucradas con el c-di-GMP en At. caldus. (+) Con transcriptasa reversa; (-) sin transcriptasa
reversa. El tamafio esperado para los fragmentos es entre 200 y 250 pb. La banda del estandar de 200
pb se indica con una cabeza de flecha roja.
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Figura 8. Anilisis mediante espectrometria de masas del estindar de c-di-GMP
sintetizado quimicamente. A. Espectrograma MS. La sefial m/z 689 corresponde a la
ionizacion de la molécula de c-di-GMP (690 g/mol) (M-H)". B. Espectrograma MS/MS. La
fragmentacion de la sefial m/z 689 produce las sefiales m/z 344 y m/z 538 indicadas con una
flecha negra.
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Figura 9. Anailisis de la presencia de ¢-di-GMP en extractos ricos en nucleétldos de At
caldus ATCC 51756. A. Espectrograma MS. B. Espectrograma de aislamiento del i6n
pseudomolecular. C. Espectrograma MS/MS. Las sefiales m/z 689 (rombo rojo) produce las
sefiales especificas del c-di-GMP m/z 344 y m/z 538 (flechas negras).
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3.4 Funcionalidad de proteinas de At caldus con dominio
GGDEF como DGCs.

En la literatura se han reportado que proteinas hibridas con los dos dominios GGDEF y EAL,
poseen la capacidad de actuar como DGC o como PDE (Kumar y Chatterji, 2008, Tarutina y cols.,
2006). Ambas actividades estin reguladas por factores intra y/o extracelulares que pueden favorecer la
actividad de un dominio en desmedro del otro. En este contexto y para caracterizar una actividad DGC
funcional en At. caldus, seis de las nueve proteinas que poseen un dominio GGDEF (sin un dominio
EAL) fueron evaluadas a través de ensayos fenotipicos en placas de agar con Rojo Congo (RC)
mediante complementacién heteréloga. En Enterobacterias, la produccién de fimbrias y celulosa
depende de la sintesis de c-di-GMP mediada por DGCs especificas. Es asi como la DGC YdaM es
requerida para la produccion de fimbria en E. coli, mientras que la DGC AdrA es necesaria para la
produccion de celulosa en Salmonella. Debido a los bajos niveles de produccion de celulosa, el
fenotipo rojo de las colonias de E. coli MG1655 depende mayoritariamente de la produccion de fimbria
(Antoniani y cols., 2010, Gualdi y cols., 2008). Al contrario, en el mutante AM70 (MG1655
AcsgA::cat), incapaz de producir fimbria, el color depende de la produccién de celulosa. Asf, una
sobreexpresion de una DGC funcional aumenta los niveles de c-di-GMP, lo que a su vez provoca el

aumento de la sintesis de celulosa y permite que las colonias sean rojas (Zogaj y cols., 2001).

El fenotipo rojo mostrado por la cepa AM70 complementada con los genes de At. caldus
aca 1413, aca_1872, aca 0279 y aca_2590 sugieren que todos ellos codifican para DGCs funcionales
(figura 10). De éstas, la cepa que sobreexpresa el gen aca /413 muestra la respuesta mas intensa,
mientras que las sobreexpresiones de aca 1872, aca_0279 o aca_2590 resultan en un fenotipo menos
intenso (figura 10). Comparando con la cepa silvestre (MG1655) y mutante (AM70), las células
complementadas con los genes aca 1270 o aca_I419 no unen RC, indicando la ausencia de una

actividad DGC en estas condiciones experimentales.
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Figura 10. Ensayos de complementacion fenotipica en E. coli con genes codificando dominios
GGDEF de At. caldus. El morfotipo de las cepas de E. coli silvestre MG1655 y complementadas con
DGC es indicativo de la sintesis de EPS activada por c-di-GMP (A). En (B) se muestra una ampliacion
(10X) de cada resultado lograda con una lupa optica. MG1655: E. coli Silvestre; AM70: MG1655
AcsgA::cat; AM70_pTOPO: Control negativo; YdaM, AdrA, WspR: DGCs, controles positivos; Las
cepas transformadas con genes de At. caldus se indican dentro de un recuadro amarillo.
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Luego, para comprobar que los resultados obtenidos no tenfan relacion con el uso particular del
modelo experimental de complementacién en E. coli, se opté por comprobar tres de ellos en otro
sistema heterdlogo. Los genes aca 1413, aca 1872 y aca_1419 fueron sobreexpresados en la cepa
AdrAfl de S. typhimurium, la cual es deficiente en la DGC AdrA. En esta bacteria, niveles altos de c-
di-GMP provocan el morfotipo rdar (red, dry and rough) (Kader y cols., 2006). Este fenotipo se
acentiia en la cepa MAE282 (deficiente en la PDE YciR) (Simm y cols., 2007) y se inhibe en la cepa
AdrAfl (Simm y cols., 2004). Las colonias de la cepa AdrAlf de S. #yphimurium complementada con
los genes ACA 1872 y ACA_1413 muestran un morfotipo rdar, revelando que ambos codifican para
DGCs funcionales (figura 11). Nuevamente, el morfotipo mostrado por las células complementadas
con el gen aca 1419 sugiere que este codifica para una protefna sin actividad DGC. Estos resultados
fueron confirmados por ensayos fenotipicos en placas de agar con calcofluor (figura 12), compuesto
que posee afinidad por polisaciridos formados por unidades de B-glucopiranosa como la celulosa. Ast,
la fluorescencia emitida por el calcofluor da cuenta de la sintesis de celulosa, la que a su vez depende

de la produccion de de ¢-di-GMP (Zogaj y cols., 2001).

Breve descripcién bioinformdtica de ACA 1413

En busca de elementos que nos permitieran una mejor comprensién de la funcién de ACA_1413, la
secuencia aminoacidica de esta proteina se analiz6 con diversas herramientas bioinforméticas.
ACA 1413 posee 280 aminoacidos organizados en dos regiones. La region C-terminal (aminoacidos
120-280) contiene un dominio GGDEF (figura 4, pigina 50) con un e-value 4.86¢””, el que posee
todos los aminodacidos involucrados en la sintesis de c-di-GMP (tabla 9, pagina 52). Los primeros 120
aminoécidos de ACA_1413 no poseen similitud significativa con ningin dominio de la base de datos
de dominios conservados “CDD”, Dentro de esta region, entre los aminoacidos 60 y 80, se detect6 la
presencia de un motivo “coiled coil”. La participacion de estos motivos en la dimerizacion de DGCs ha

sido reportada con anterioridad (Schirmer y Jenal, 2009), por lo que su presencia en ACA_1413

sugiere que ésta podria ser activada mediante este mecanismo.
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AdrAlf (DGC) UMR1 MAE282 (PDE’)

AdrAlf_p24 AdrAlf_AdrA AdrA1f_1872 AdrAlf_1413  AdrAlf_1419

Figura 11. Ensayo de complementacién heteréloga en S. typhimurium con genes codificando
dominios GGDEF de At. caldus. El morfotipo rdar de las cepas silvestre (UMR1) y mutante
PDE (MAE 282) es indicativo de la sintesis de EPS activada por c-di-GMP. Las distintas cepas de
AdrAlf complementadas con una DGC funcional (AdrAlf AdrA) o genes de At caldus
(recuadros amarillos) se muestran crecidas en un rayado (A) y a partir de una gota de cultivo (B).
AdrA1f_p24: control negativo.
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B c-dl-GMP
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AdrAlf p24 AdrAlf AdrA AdrAlf 1872 AdrAlf 1413 AdrAlf 1419

Figura 12. Ensayo de complementacién heteréloga en S. typhimurium con genes codificando
dominios GGDEF de At. caldus. La fluorescencia emitida por el calcofluor es indicativo de la
sintesis de EPS activada por c-di-GMP. Las distintas cepas de AdrAlf complementadas con una
DGC funcional (AdrA1f AdrA) o genes de At caldus (recuadros amarillos) se muestran crecidas
en un rayado (A) y a partir de una gota de cultivo (B). UMRI: cepas silvestre; MAE 282: cepa
mutante PDE"; AdrA1f p24: control negativo.
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Los analisis de prediccion subcelular descartaron la presencia de algin tipo de péptido sefial y de

segmentos transmembrana, sefialando que la ubicacién de ACA_1413 deberia ser citoplasmética.

El andlisis del contexto genémico de aca_I413 (figura 13) revelé que rio bajo y en la misma
direccién se encuentra dos genes predichos para codificar una proteina con dominio GGDEF
aparentemente inactivo como DGC, ACA_1412 (tabla 9, pagina 52), y una fosfolipasa D. Rio arriba 'y
en direccién contraria de aca 1413, se encuentran cuatro genes, los que codifican una proteina
hipotética, FliL, MotA, MotB y ofra proteina con un dominio GGDEF inactivo, ACA_1419.
Flanqueando este locus se encuentran regiones con homologia a secuencias de insercién encontradas en
A. ferrooxidans (Valdes y cols., 2008) y genes que codificarfan transposasas, sugiriendo que éste pudo

haber sido (o est4 siendo) transmitido mediante un mecanismo de transposicion.

3.5 Sintesis de c-di-GMP en la cepa recombinante
S. typhimurium aca_1413

La categérica respuesta fenotipica mostrada por las células de E. coli y S. typhimurium
complementadas con el gen aca 1413 indica su funcionalidad como DGC. Para comprobar que los
efectos causados por la expresién de aca_I4I3 son provocados por un aumento en los niveles
intracelutares de c-di-GMP, se cuantificé la produccién de esta molécula mediante HPLC en extractos
ricos en nucledtidcos obtenidos desde células de S. fyphimurium AdrAlf complementadas con este
gen, y se compararon con los niveles producidos por la expresién de DGC AdrA en el mismo
hospedero. El pico correspondiente al c-di-GMP fue identificado por el tiempo de retencion de
distintas concentraciones de la molécula comercial (Biolog ®) (figura 14 A) y por la coelucion de ésta

con cada extracto nucleotfdico (figura 14 B, parte infetior).
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Figura 14. Medicién de los niveles de c-di-GMP en cepas recombinante de S. typhimurium
AdrAlf (DGC) mediante HPLC. Los cromatogramas fueron registrados a una absorbancia de
254 nm. El tiempo de retencion del estandar de c-di-GMP bajo las condiciones experimentales
ensayadas fue de 24 min aproximadamente (A). Los extractos ricos en nucleotidos de las cepas de
S. typhimurium AdrAlf transformadas con el plasmidio pBAD24, pBAD24 AdrA o
pBAD24 1413 fueron mezclados con 2 nmoles de c-di-GMP (B, panel inferior) o con el
equivalente volumen de amortiguador A (ver metodologia) (B, panel superior) y separados
mediante HPLC de fase reversa. La flecha negra corresponde al pico de c-di-GMP cuantificado.
Para cada cepa el ensayo fue repetido tres veces, cuyos resultados (detallados en la tabla 12) se
grafican en (C).
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La cantidad de c-di-GMP fue calculada interpolando el valor del area bajo cada pico identificado
en una curva de calibracién (anexo 2), lo que posteriormente fue corregido por la concentracién de
proteinas de cada extracto. Los resultados obtenidos revelan que la cantidad de ¢-di-GMP producida
por las células que expresan aca_I413 es cerca de nueve veces mayor que la observada en los extractos
de las células transformadas con el plasmidioc pBAD24 (figura 14 B; tabla 12), lo que comprueba que
ACA 1413 es una DGC funcional y que el fenotipo observado en S. typhimurium se debe a la alta

concentracién de c-di-GMP intracelular.

3.6 Construccion de At caldus Al413

Con el fin de indagar si existe relacién entre la sefializacién mediante ¢-di-GMP en At. caldus con
los fenotipos de adherencia y/o motilidad, nos propusimos construir una cepa mutante que carezca de
algin gen involucrado en esta via. Debido al categérico resultado en ensayos de complementacion en
enterobacterias se seleccion6 el gen aca 1413, el que codifica para una DGC. La delecion fue generada
mediante mutacién por intercambio de marcador (MEM, del inglés marker exchange mutagenesis), la
cual consiste en la recombinacion de un plasmidio svicida y el DNA genémico de At caldus,
reemplazando un trozo del gen blanco por un cassette de resistencia al antibiético kanamicina (van Zyl
y cols., 2008). El plasmidio suicida fue construido a partir del plasmidio pOT, el que contiene un
origen de transferencia (oriT), y un fragmento de DNA que contiene el gen aca_ 1413 y (figura 3,
pagina 43). Posteriormente, la regién que codifica para casi la totalidad del dominio GGDEF de
aca_1413 fue reemplazada con un cassette de resistencia para el antibi6tico kanamicina. El plasmidio
suicida pOT-ACA1413::Kan fue traspasado a At. caldus mediante conjugacioén con E. coli HB161. Los
transconjugantes de Az, caldus Kan' fueron analizados por “colony blot” (figura 15) y southern blot
(figura 16). Aquellos seleccionados por su resistencia a kanamicina fueron replicados en forma de

“parche” para poder confirmar la recombinaci6n entre el plasmidio suicida y el genoma de At. caldus

(figura 15). Para este prop6sito, se construyeron dos sondas (figura 3, pagina 43; figura 16 A).




Tabla 12. Cuantificacion de c-di-GMP en extractos ricos en
nucleétidos obtenidos desde cepas de S. fyphimurium.

Cepa nmoles de c-di-GMP/mg de proteina
AdrAlf p24 (control) 3,09+ 0,45
AdrAlf_AdrA 40,29 £ 3,95
AdrAlf 1413 27,34+ 1,41

Los valores de concentracién de ¢-di-GMP corresponden a un
promedio de tres ensayos independientes.
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Replica en parches Hibridacion sonda 2 - Hibridacién sonda 1

S

Figura 15. Anilisis mediante colony blot de la recombinacién entre el plasmidio suicida y el
genoma de At caldus ATCC 51756. Todos los clones muestran una sefial positiva con la sonda 2,
indicando que el cassette de resistencia a kanamicina fue incorporado en el genoma. Para discriminar
entre una recombinacion doble y simple, las mismas membranas se utilizaron en una hibridacion contra
la sonda 1, en la cual no se detecto seiial, sugiriendo que todos son dobles recombinantes y mutantes
para el gen aca_I413. C1: control positivo con sonda 1; C2: Control positivo con sonda 2.
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Figura 16. Comprobacion de la recombinacién doble de DNA genémico de dos transconjugantes de
At. caldus digeridos con EcoR1 y Nhel. A, esquema de las distintas posibilidades de recombinacién entre
el plasmidio suicida y el DNA genémico. B, Southern blot. Las membranas fueron hibridadas con la sonda
especifica para ¢l cassette de resistencia a kanamicina (sonda 2). SD, sin digerir. PM, estiandar de peso
molecular.

77



La sonda 1 hibrida con el sitio del gen aca_1413 que fue escindido, mientras que la sonda 2 hibrida
dentro del marcador de resistencia a kanamicina. Los clones provenientes de un ensayo de conjugacion
mostraron una sefial positiva con Ia sonda 2, indicando que la recombinacion ocurri6 al menos una vez
y que por lo tanto, el cassette de resistencia a kanamicina fue incorporado en el genoma. Para
discriminar entre una recombinacién doble y una simple, la misma membrana se utilizé en una
hibridacién contra la sonda 1, en la cual al no observar sefial se puede concluir que los
transconjugantes provienen de una doble recombinacion. Por lo tanto, los clones (1-18) aislados
revelan ser dobles recombinantes (figura 15). Para comprobar que la recombinacién ocurri6 en la
region del genoma donde se encuentra el gen ACA_1413, se procedid a realizar un “southern blot” con
la sonda 2 (figura 16 B). EI DNA gendmico de los clones de A4t. caldus provenientes de los parches 6 y
10 fue digerido con las enzimas de restriccion Nkel y EcoRl. Como se puede predecir de la
recombinacion doble (figura 15 A), la digestion con EcoR! produce una sefial de 8.030 pb, mientras
que con Nhel se produce una sefial de 7.200 pb. Por otra parte, las dos posibilidades de recombinacién
simple producirfan seftales de 12.420 pb con Nhel, mientras que con EcoRI, en un caso deberia
observarse una sefial de 6.800 pb y en el otro una sefial de 3.545 pb. Este resultado indica que el
intercambio corresponde a dos eventos de recombinacién y que estos clones son mutantes para el gen

aca 1413,

3.7 Comparacién y caracterizacion de las cepas ATCC 51756 y
AACA 1413 de At caldus

3.7.1 Comparacién de los niveles de c-di-GMP mediante espectrometria de masas de
triple cuadrupolo

Debido a problemas técnicos del equipo, no fue posible concretar el estudio comparativo de los niveles
de ¢-di-GMP de la cepa silvestre y los clones 6y 10 de la cepa AACA_1413 de At. caldus mediante el
mismo método de cuantificacién por HPLC utilizado para cuantificar los niveles de c-di-GMP en

Salmonella. Para este efecto, se realizaron ensayos de HPLC acoplado a un espectrémetro de masas de
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triple cuadrupolo (Agilent Technologies, 2008), cuya sensibilidad est# en el rango femtomolar. Los
analisis fueron realizados en el Centro de Metabolémica y Espectrometria de Masas del “Scripps
Research Institute”, California, EEUU. La separacion de la muestra fue realizada mediante una
columna de fase reversa y el tiempo de elucién del estandar comercial de c-di-GMP fue de 4 min
(figura 17). El andlisis MS/MS fue realizado en modo MRM (multiple reaction monitoring) en
polaridad positiva, permitiendo medir simultineamente las transiciones +691,1->151,9 (jon
cuantificador) y +691,1->135,0 (fon calificador), las que se han reportado con anterioridad como
transiciones correspondientes a la fragmentacion del ion parental de c-di-GMP (m/z 691,1) (Hickman y
Harwood, 2008, Spangler y cols., 2010). El ion parental es seleccionado en el primer cuadrupolo y
fragmentado en el segundo cuadrupolo o celda de colisién. El tercer cuadrupolo selecciona iones
tinicos provenientes de la fragmentacion del c-di-GMP los que serdn posteriormente cuantificados. En
este analisis, el ion mas abundante fue la especie m/z 151,9 (ion cuantificador), el que se utilizé para
cuantificar el c-di-GMP presente en las muestras. La cuantificacion de la segunda sefial méas abundante
(ion calificador), correspondiente a la especie m/z 135,0 permitié obtener una proporcién entre los
iones cuantificador/calificador cercano a 46,9 para el estandar comercial c-di-GMP (figura 17 A, panel
derecho). Posteriormente, esta proporcién se utilizé para la confirmacion de la identidad del c-di-GMP
en los extractos ricos en nucleétidos de At caldus (figura 17). Es aceptado que una variacién menor
que el 20% del valor cuantificador/calificador da cuenta de la misma molécula (Mohsin y cols., 2007).
La cuantificacion de los iones cuantificador y calificador provenientes de los picos eluidos a los 4 min
reveld que las proporciones entre éstos variaron entre 45,5 (3%) y 50,1 (7%) (anexo 8), por lo que se
consideré que las cuantificaciones realizadas corresponden a c-di-GMP. Los niveles de ¢-di-GMP
encontrados en la cepa silvestre son significativamente mas altos que los encontrados en los clones 6 y
10 de la cepa AACA_1413, Los extractos ricos en nucleétidos de At. caldus muestran un gran pico que
eluye inmediatamente antes que el pico caracterizado para la elucién del c-di-GMP. Anteriormente,
este pico ha sido reportado como un compuesto interferente desconocido que no corresponde a c-di-

GMP (Waters y cols., 2008).
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Figura 17. Andlisis comparativo de los niveles de c-di-GMP de las cepas silvestre y AACA_1413
de At. caldus mediante espectrometria de masas. A, ejemplo de elucion de estandar de c-di-GMP. A
la izquierda se muestra la cuantificacion del ion cuantificador, mientras que a la derecha se muestra la
abundancia relativa del ion cuantificador/ ion calificador. B, ejemplo de elucién de las muestras
nucleotidicas obtenidas desde las cepas ATCC 51756 y AACA_1413. C, cuantificacion de las
muestras obtenidas desde las cepas ATCC 51756 y AACA_1413Los graficos corresponden al
promedio y desviacion estandar de tres réplicas biolégicas de cada cepa.

80




3.7.2 Adherencia a sustrato de Az caldus ATCC 51756

Con el objetivo de caracterizar la adherencia al sustrato ¢ indagar acerca de la formacién de
biopeliculas en At. caldus, 1a cepa ATCC 51756 fue crecida utilizando cupones de azufre elemental
como fuente de energia durante 5 dfas a 45°C. Los cupones fueron analizados mediante técnicas de
microscopia de barrido (figura 18 y 20) y de fluorescencia (figura 19). En la figura 18, se puede
observar que una misma célula (flechas verdes) puede contactar directamente cuatro, cinco y quizis
mas células mediante estos filamentos, asi como también que una célula puede contactar a otra
mediante mas de un filamento (flechas celestes). Estas proyecciones pueden conectar células vecinas o
bien células que se encuentran distantes (2 o 3 pm), lo que permite la formacion de una red de contacto
tridimensional que parece involucrar a la mayoria de las células dentro de la biopelicula. Los cupones
fueron rescatados a diferentes tiempos y observados mediante microscopia de fluorescencia utilizando
una sonda especifica para DNA (DAPI) y otra sonda con afinidad por hidratos de carbono (FITC-
ConA). En la figura 19 se observa que células de la cepa ATCC 51756 son capaces de adherirse a los
cupones de azufre a tiempos de incubaci6n tan breves como 5 min. La cantidad de células adheridas va
incrementando sostenidamente en el tiempo hasta formar una biopelicula que cubre practicamente por
completo el cupdn entre las 24 y 48 h de incubaci6n. Sin embargo, desde de las 72 h, es posible
observar la disminucién de células sobre el cupdn, sugiriendo el desprendimiento de células desde la
biopelicula. Las microfotografias adquiridas con FITC-ConA indican que las células poseen hidratos
de carbono en su superficie, sugiriendo que At caldus sintetiza algin tipo de exopolisacarido. En
ningiin caso se observaron células tefiidas con DAPI que no se hayan tefiido con FITC, lo que podria
apuntar hacia la importancia de polisacaridos extracelulares en la adherencia de At caldus a azufre

elemental.
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Figura 18. Red de contacto tridimensional mediada por proyecciones filamentosas de la
biopelicula de At. caldus ATCC 51756 formada sobre un cupén de azufre elemental. Células
(flechas verdes) pueden contactar directamente varias otras mediante este tipo de proyecciones. La
conexion puede realizarse a través de mas de un filamento (flechas celestes). Las flechas rojas
indican un espacio entre los filamentos. Aunque no puede descartarse que este efecto sea deba al
fraccionamiento de los filamentos por la manipulacién de la muestra, esta obvservacion podria
sugerir que filamentos provenientes de distintas cé€lulas se unen.
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Figura 20. Cinética de adhesién adhesion de células de At caldus ATCC 51756 a
cupones de azufre elemental mediante microscopia de barrido. Las células fueron
visualizadas entre los tiempos 0 y 96 h con un aumento de 5.000X (barra roja representa 20
pm) y 20.000X (barra roja representa | pm).
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Para explorar con mayor detalle la formacién de la biopelicula de 4t caldus, se procedié a
examinar cupones de azufre incubados hasta 96 h mediante microscopfa de barrido. La figura 20
muestra que la superficie de los cupones de azufre no son lisas, sino que presentan cavidades que
permiten la formacién de valles y cimas. A los 5 min de incubacién aparecen células de A% caldus
adheridas a la superficie de los cupones, las que se presentan como pequefias agrupaciones a los 15
min. A los 60 min, las agrupaciones se ven mas pobladas, apareciendo tanto en las cimas como en los

valles de Ia superficie del cupén.

Entre las 24 y 72 h, 1a superficie del cupén se observa més poblada y las proyecciones celulares
aparecen, incluso, conectando células separadas por valles. Finalmente, a las 96 h, la superficie del
cupodn se encuentra menos poblada mostrando lo que pudiese ser desprendimiento de células. La etapa
final de la biopelicula formada por 4f. caldus es la desarticulacién de la misma, la que comienza
alrededor de las 72 h. Alicuotas de cultivos de 96 h crecidos en azufre elemental observados a través
microscopia de transmisién, muestran que las células de At. caldus se encuentran formando grandes
agrupaciones (anexo 9), sugiriendo que las biopeliculas podrian desarticularse mediante el

desprendimiento de “parches” que contienen centenares de células,

3.7.3 Comparacién de la adherencia a sustrato de las cepas ATCC 51756 y
AACA1413 de At. caldus

La cuantificacién de las células plancténicas de cultivos de las cepas ATCC51765 y AACA1413 de
At, caldus crecidas usando cupones de azufre elemental como fuente energética fue utilizado como
medida indirecta de la adherencia a sustrato. Mediante este ensayo, se detectd una clara diferencia en la
adherencia de estas cepas a tiempos cortos (figura 21), lo que no se detecta desde las 2,5 h en adelante.

Inicialmente, Ios matraces fueron inoculados a una concentracién de 1 x 107 células/ml (tiempo 0),

seguido de la adicién de los cupones de azufre elemental. A los 15 miutos de incubacién, la
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Figura 21. Cuantificacion de la adherencia de las cepas ATCC 51756 y AACA_1413 de At caldus
a sustrato solido. Cultivos de las cepas silvestre y mutante fueron incubados con cupones de azufre
elemental durante diferentes tiempos. La adherencia a los cupones fue determinada como la diferencia
entre la cantidad de células planctonicas inoculadas inicialmente y la cantidad de células que
permanecen en este estado después de agregar el sustrato sélido al cultivo. Se grafican los resultados de
tres replicas.
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concentracion de células planténicas del cultivo de la cepa silvestre cae abruptamente, mostrando cerca
de 4 veces menos que los cuitivos de las cepas deficientes en ACA 1413, los que se mantienen cerca
de su concentracién celular inicial. Si bien esta diferencia se va a acortando en el tiempo, su
significancia estadistica se mantiene hasta los sesenta min. Esto sugiere que en comparacién con la
cepa silvestre, los mutantes poseen una menor capacidad para adherirse a los cupones de azufre a
tiempos tempranos. Esto se correlaciona con lo observado directamente en los cupones mediante
microscopia de fluorescencia (figura 22) y microscopia electrénica de barrido (figura 23). En ambos
casos se observé que al tiempo de una h de incubacién habian menos células adheridas de la cepa

mutante AACA1413 en comparacion con la cepa silvestre.

3.7.4 Caracterizacién de la motilidad en At caldus ATCC51756

La tenue diferencia en la adherencia entre las cepas ATCC51765 y AACA1413, podria indicar que
la accion del c-di-GMP sintetizado por ACA_1413 podria influir en un proceso distinto a la adherencia
a sustrato. En la mayoria de las bacterias donde se ha descrito una via de seiializacién mediante
c-di-GMP, ésta se ha relacionado inversamente con los fenotipos adherencia y de motilidad (Pesavento

y cols., 2008, Simm y cols., 2004).

En la literatura se han descrito diversos medios solidos para el crecimiento de acidofilos, los que
generalmente consisten en las soluciones salinas tradicionales con una fuente energética soluble como
el tetrationato o tiosulfato para oxidadores de azufre, o FeSO, para oxidadores hierro, utilizando como
agentes gelificantes el agar (Bryant y cols., 1983, Dopson y Lindstrom, 1999, Peng y cols., 1994,
Temple y Colmer, 1951, Tian y cols., 2003, Waksman, 1922) o phytagel (Hallberg y Lindstrom, 1994,
van Zyl y cols., 2008). No obstante, pocos trabajos han descrito medios sélidos (o semi-so6lidos) para la
caracterizacién de la motilidad de este tipo de microorganismos, los que incluyen gelificantes de tipo

agar (Black y cols., 1979), agarosa, silicona (Li y cols., 2009) o gelrite (Szabo y cols., 2007).
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Figura 22. Evaluacion de la adherencia de las cepas cepas silvestre y AACA_1413 de At caldus a
sustrato solido (azufre elemental) mediante microscopia de fluorescencia. El panel superior de
cada cepa corresponde a las microfotografias adquiridas con DAPI, mientras que el panel inferior
muestra las microfotografias adquiridas con FITC-ConA. La barra roja representa 10 pm.
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Para caracterizar la motilidad de At caldus, se optd por desarrollar un medio semisolido. Luego de
probar varias condiciones, se definié un medio cuya composicidn consistente en MSM (pH 4,7), 0,2%
(p/v) Phytagel (Sigma-Aldrich) como agente gelificante y tetrationato como fuente energética. Las
placas fueron inoculadas con una gota de 5 pl de cuitivo en fase exponencial (1 x 10° células/mi),

incubadas 4 dias a 45°C y fotografiadas cada 24 h (figura 24).

3.7.5 Comparacién de la motilidad de las cepas ATCC 51756 y AACA1413 de
At caldus

Sobre la base de Jos resultados obtenidos con el desarrollo del medio semisSlido para caracterizar
la capacidad de motilidad de At. caldus, se compararon las cepas silvestre y mutante AACA_1413. El
ensayo consistié en sembrar una gota de SpL (1 x 10® células/ml) de cada cepa sobre placas con tres
medios semisélidos diferentes con distinto porcentaje de agente gelificante y pH. Las placas se
incubaron 4 dias a 45°C. En el medio [MSM, 0,2% Phytagel, pH 4,7 y tetrationato 0,2%] no se
observaron diferencias significativas (anexo 10), mientras que los medios [MSM, 0,08% Phytagel, pH
4,7 y tetrationato 0,2%)] y [MSM, 0,08% Phytagel, pH 2,5 y tetrationato 0,2%] permitieron visualizar
diferencias de motilidad significativas entre las cepas silvestre y mutante (figuras 25 y 26). En
comparacion con la cepa silvestre, cuyo didmetro de migracién promedia un centimetro, los clones 6 y
10 de la cepa AACA_1413 presentan una motilidad aumentada, alcanzando diametros de migracion
entre 1,5 y 2 centimetros. Esto sugiere fuertemente que niveles bajos de c-di-GMP promueven la

motilidad de At. caldus.
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Figura 25. Comparacién de la motilidad entre las cepas silvestre y AACA_1413 de At. caldus en el
medio [Phytagel 0,08%, pH 4,7]. Las cepas silvestre y mutante fueron inoculadas en medio semisélido
e incubadas a 45°C durante 4 dias (A). En (B) se muestra una ampliacién (10X) de cada resultado
lograda con una lupa optica. En (C) se muestra la longitud del diametro alcanzado por las distintas

cepas. La cuantificacion se baso en tres replicas.
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Figura 26. Comparacion de la motilidad entre las cepas silvestre y AACA_1413 de A. caldus en
medio [Phytagel 0,08%, pH 2,5]. Las cepas silvestre y mutante fueron inoculadas en medio
semisolido e incubadas a 45°C durante 4 dias (A). En (B) se muestra una ampliacion (10X) de cada
resultado lograda con una lupa optica. En (C) se muestra la longitud del diametro alcanzado por las
distintas cepas.
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4. DISCUSION

La presencia de genes que codifican proteinas relacionadas con el c¢-di-GMP en genomas de
distintos Acidithiobacillus, abri6 la posibilidad de que una via de sefializacién basada en este segundo
mensajero exista como mecanismo regulatorio comiin en este género (Castro y cols,, 2009), Si bien en
esta tesis se utilizo a At. caldus como modelo de estudio para investigar acerca de la relacion de la via
del c-di-GMP con ia adherencia a sustrato y la motilidad, la caracterizacion bioinformaética de los
posibles componentes de esta via se extendié a todas las cepas de Acidithiobacillus cuyos genomas se
encuentran disponibles, lo que revelé que la cantidad y tipos de elementos relacionados con el

¢-di-GMP varian incluso entre cepas de la misma especie (tabla 13).

4.1 Analisis comparativo de la via del c-di-GMP en diferentes
especies de Acidithiobacillus

4.1.1 Funcionalidad de las DGCs y PDEs

El 90% (68/76) de las profeinas con dominio GGDEF (con o sin dominio EAL) presentes en las

cuatro especies de Acidithiobacillus analizadas se predijeron como DGCs funcionales (tabla 14).

En el caso de At. caldus, once de quince proteinas con dominio GGDEF serian DGCs funcionales,
lo que se comprobd in vive para cuatro de ellas {(ACA_1872, ACA_1413, ACA_0279 y ACA_2590)
utilizando ensayos de complementacion fenotipica en S. fyphimurium y/o E. coli (figuras 10-12,
paginas 67-70). Ensayos similares han demostrado la funcionalidad de cuatro DGCs de At. thicoxidans
(Diaz, 2012) y cuatro DGCs de At. ferrooxidans ATCC 23270 (Ruiz y cols., 2012), lo que junto con la
deteccion del c-di-GMP en extractos celulares de estos tres Acidithiobacillus comprueban la capacidad

de estos microorganismos para sintetizar c-di-GMP.
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Tabla 13. Dominios relacionados con la via del c-di-GMP en Acidithiobacillus.

At ferrooxidans At thioxidans At caldus At ferrivorans
ATCC ATCC ATCC ATCC
23270 53993 19377 si7sg S i
GGDEF N.D. 1 9 9 8 3
EAL 1 1 3 3 3 N.D.
GGDEF-EAL 4 3 12 6 6 15
HD-GYP N.D. N.D. 1 N.D. N.D. 1
PilZ 2 2 9 8 6 6
PelD N.D. N.D. 1 1 1 N.D.
N.D., No detectado.

Tabla 14. Prediccion de la actividad DGC o PDE de los dominios GGDEF y
EAL encontrados en Acidithiobacillus.

GGDEF-EAL GGDEF' GGDEF TOTAL

EAL' 42 3 45
EAL 0 1 1
TOTAL 42 + 46

GGDEF  GGDEF' GGDEF TOTAL

26 4 30
EAL EAL" EAL" TOTAL
6 5 11

GGDEF' y EAL' indican dominios predichos como DGC y PDE funcionales,
respectivamente. GGDEF" y EAL’ indican dominios no funcionales como DGC y
PDE. La primera parte de la tabla muestra que de las 46 proteinas con dominios
GGDEF-EAL (en rojo), 42 contendrian dominios funcionales como DGC y PDE,
3 tendrian un dominio GGDEF inactivo como DGC y un dominio EAL funcional
como PDE, mientras que sélo uno tendria ambos dominios inactivos.
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Al contrario de Ar. thiooxidans y At. ferrivorans, los que poseen un OFR que codifica una proteina
con dominio HD-GYP, At. ferrooxidans y At. caldus no presentan elementos genéticos candidatos para
este dominio, por lo que en estas fltimas especies la actividad PDE deberia residir solamente en los
dominios EAL. El 93% (53/57) de las proteinas con dominio EAL (con o sin dominio GGDEF)
presentes en las cuatro especies de Acidithiobacillus analizadas se predijeron como PDEs funcionales
(tabla 14), En 4t. caldus, siete de nueve proteinas con dominio EAL fueron predichas como PDEs
funcionales, entre las que se encuentra ACA_1873, una proteina que consiste solamente en un dominio
EAL. La expresion de ACA_1873 en ensayos de complementacion de la cepa MAE 282 de
S, typhimurium no permitié atenuvar el fenotipo rdar, lo que podria indicar, contrariamente a la
prediccién anterior, que esta protefna no es funcional como PDE (anexo 11). Sin embargo, una
comparacién nucleotidica entre Ias cepas SM-1 y ATCC 51756 de At. caldus revel6 una alta identidad
entre la region que contiene a aca 1873 en ATCC 51756 y la que contiene un gen que codifica para
una proteina GGDEF-EAL en la cepa SM-1, sugiriendo que un reordenamiento del genoma podria
haber fragmentado un gen que codificaba para una proteina GGDEF-EAL, dejando al dominio EAL de
ACA 1873 solo. Asi, tal como ocurre en otras proteinas GGDEF-EAL (Christen y cols., 2005, Kumar
y Chatterji, 2008), la ausencia del dominio GGDEF podria impactar negativamente la actividad PDE
del dominio EAL, lo que podria explicar la eventual falta de actividad PDE de ACA_1873. Al igual
que esta tiltima, dos proteinas EAL de At thiooxidans ATCC 19733 (111_81 y 128 46) no
complementaron la cepa MAE 282 de S. yyphimurium (Diaz, 2012), mientras que cuatro proteinas
GGDEF-EAL de At. ferrooxidans ATCC 23270, cuya actividled DGC ha sido comprobada, no
mostraron actividad PDE en ensayos de sobre-expresion en E, coli (Ruiz y cols., 2012), por lo que
hasta la fecha, no ha sido posible detectar experimentalmente la actividad PDE en miembros del género
Acidithiobacillus. La ausencia de reversion fenotipica no establece irrefutablemente la ausencia de
actividad PDE. Al contrario de lo que ocurre durante la sobreexpresién de una DGC, donde los altos
niveles de c-di-GMP alcanzados pueden afectar distintos efectores, la sobre-expresién de una PDE no

es garantia de que ésta se asocie con componentes efectores de un determinado médulo, por lo que la
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ausencia de un fenotipo, en este caso la disminucién del morfotipo rdar, no indica necesariamente que
la proteina en cuestion no tenga actividad PDE en su microorganismo de origen. Por otro lado, se han
reportado proteinas EAL que a pesar de no poseer actividad PDE participan de una regulacién
mediante el ¢-di-GMP. Es asf como la proteina EAL Ydiv (STM1344) de S. typhimurium, no muestra
actividad PDE in vitro, no obstante, influye en el metabolismo del c-di-GMP al reprimir la expresién
de las PDEs STM 1703 y STM 3611 (Simm y cols., 2009). Entonces, una eventual falta de actividad
PDE tampoco es suficiente para descartar algin rol de las proteinas EAL en una via del c-di-GMP en
Acidithiobacillus. Este conjunto de datos plantea la necesidad de abordar de forma distinta la deteccion

y caracterizacion de una actividad PDE en Acidithiobacillus.

DGCs y PDEs de membrana cumplen funciones regulatorias sobre procesos que alli ocurren (Kader
y cols., 2006, Tal y cols., 1998). Por ejemplo, en S. typhinurium, la DGC AdrA se ancla a la
membrana a través de su dominio MASE (membrane-associated sensor), donde es capaz de activar el
complejo celulosa sintasa e inducir Ia formacion de biopeliculas. Una revisién de 11.248 proteinas con
dominio GGDEF y/o EAL codificadas en 618 genomas bacterianos, reveld que el 51% (5.687) de ellas
presentan sefiales de localizacién de membrana o se superficie (Seshasayee y cols,, 201G). Una
bisqueda de segmentos transmembrana en las proteinas involucradas con el metabolismo del
c-di-GMP, revelé que en At ferrivorans el 42% de las proteinas (8 de 19) tendrian al menos un
segmento transmembrana. Esta proporcién disminuye a 20% en At thicoxidans (5 de 25), 6% en
At. caldus (1 de 18) y a 0% en At. ferrooxidans (0 de 5), sugiriendo que en Acidithiobacillus 1a mayoria
de las proteinas con dominio GGDEF y/o EAL son citoplasmiticas. Aunque se requiere realizar
experimentos para comprobarlo, una razon para esta ubicacién mayoritariamente citoplasmatica, podria

ser el pH 4cido del periplasma de estos microorganismos acidéfilos.

97




4.1.2 Pominios sensores y posibles estimulos extracelulares para la regulaciéon del
metabolismo del c-di-GMP en Acidithiobacillus

La mayoria de las proteinas involucradas en el metabolismo del c-di-GMP de las cuatro especies de
Acidithiobacillus analizadas poseen dominios sensores caracterizados previamente en otras bacterias, o
bien, una cantidad de aminodcidos suficientes (>100) como para acomodar uno o mas dominios no
caracterizados hasta ahora (tabla 15). Los dominios mayormente representados, PAS, GCS y GAF, se
han relacionado con la deteccién del oxiigeno molecular y/o el potencial redox en otras bacterias
(Chang y cols., 2001, Cho y cols., 2009, Kitanishi y cols., 2010, Kumar y cols., 2007, Tuckerman y
cols., 2009), sugiriendo que el metabolismo del c-di-GMP en Acidithiobacillus podria estar regulado
por estos estimulos. Los Acidithiobacillus requieren grandes cantidades de energia para soportar la
fijacién de carbono, siendo el oxigeno el aceptor final de electrones m4s favorable. Por otro lado, al ser
el potencial redox de la pareja Fe*'/Fe’* (+770 mV a pH 2) casi tan positivo como de O,/H;0O (+820
mV a pH 7), Ia oxidacién de hierro séle ocurre en condiciones aerobias, lo que es relevante para los
oxidadores de hierro At. ferridurans, At. ferrivorans y At. ferrooxidans. Este dltimo, es capaz de
utilizar aceptores finales de electrones distintos del oxigeno, como es el caso del ion férrico (Sugio y
cols., 1990, Sugio y cols., 1988, Suzuki y cols., 1990). Sin embargo, a la fecha es la tinica especie de
Acidithiobacillus para la cual una respiracién anaerébica ha sido caracterizada (Hallberg y cols., 2001),
lo cual revela la importancia del oxigeno molecular en el metabolismo energético para los

Acidithiobacillus.

La presencia de dominios REC en proteinas GGDEF y GGDEF-EAL de Acidithiobacillus
indican que la sintesis o degradacién de c-di-GMP podria estar regulada/acoplada por sistemas
quimiosensoriales de dos (¢ mds) componentes, tal como ocurre en los sistemas DivK/J-
PleC/Dde C. crescentus (Paul y cols., 2008), WspF/R de P. aeruginosa (Hickman y cols.,

2005) y VieS/A/B de V. cholerae (Martinez-Wilson y cols., 2008).
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Tabla 15. Dominios sensores presentes en proteinas GGDEF, EAL, GGDEF-EAL y HD-GYP

de Acidithicbacillus.

GGDEF EAL GGDEF-EAL HDGYP Total
Secuencias no anotadas* 13 1 15 - 29
PAS 12 - 13 - 25
GAF 4 - 16 - 20
GCS - 1 6-9%* - T-10%*
REC 1 - 3 2 6
HDOD 2 2 - - 4
HD 1 - - - 1
MASE1 - - 1 - 1
Total 30 11 46 2 ek

* Corresponden a secuencias de més de cien aminodcidos que no se asocian con algin dominie particular.
** Las cepas SM-1 de At. caldus y ATCC 23270y 53993 de A+, ferrooxidans poseen un domino GCS trunco.
*#* E| total de proteinas relacionadas con el metabolismo del c-di-GMP (89) difiere de la sumatoria de los deminios

sensotes (93-96) debido a que en una misma proteina puede haber més de uno de éstos.
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4.1.3 Efectores y componentes blance

Mientras que las enzimas responsables del metabolismo del c¢-di-GMP son ficilmente
identificables por sus dominios GGDEF, EAL y HD-GYP, los efectores que sensan c¢-di-GMP no
pueden ser identificados exclusivamente por un dominio en particular, ni tampoco por un sitio Gnico de
uni6n al dinucledtido (tabla 4, pagina 19). Sin embargo, en diferentes especies bacterianas, dominios
GGDEF y EAL inactivos como DGC y PDEs respectivamente, asi como también dominios PilZ y

homologos a PelD han sido caracterizados como efectores de la via del c-di-GMP.

Dominios GGDEF y EAL inactives

Cuatro proteinas con dominios EAL fueron predichas como PDEs inactivas, cada una codificada
en cuatro cepas distintas de Acidithiobacillus: At. caldus ATCC 51756 y SM-1, At. thiooxidans ATCC
19377 v At. ferrivorans SS3. Tres de estas posibles proteinas, ACA_1348 y YP_004750159.1 de Ar.
caldus ATCC 51756 y SM-1, respectivamente, y “83_33" de 4t. thiooxidans ATCC19377, presentan
un alto grado de identidad entre si, y los genes que las codifican se encuentran en contextos génicos
conservados, lo que sugiere que se trata de proteinas ortélogas. Estas consisten en un dominio EAL
acoplado a un dominio HDOD situado hacia el C-terminal, lo que sugiere que la union de ¢c-di-GMP al
dominio EAL podria regular la actividad fosfohidrolasa asociada a estos dominios. En el caso del
ortdlogo de At. caldus, ACA 1348, el dominio HDOD est4 incompleto, por lo que dificilmente podria
ser capaz de actuar como fosfohidrolasa. Sin embargo, el dominio HDOD trunco de ACA_1348 podria
estar cumpliendo otro rol en la transduccion del c-di-GMP. Hasta ahora, se han descrito dos efectores
con dominio EAL, FimX y LapD, de P, aeruginosa y P. fluorescens, respectivamente (Newell y cols.,
2009, Qi y cols., 2011). Ademéas del dominio EAL, ambos efectores contienen otros dominios hacia el
N-terminal, los que estan involucrados en la transduccién de la sefial mediante interacciones proteina-
proteina. Este tipo de interacciones se han reportado en otros miembros de la familia HD (Ryan y cols.,
2012), por 1o que ACA_1348 podria jugar un rol en la interaccién molecular con otras proteinas. La
cuarta proteina con dominio EAL inactivo corresponde a YP_004783418.1 de At ferrivorans SS3, Ia
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que ademas contiene un dominio GGDEF predicho como inactivo y cuenta con un motivo RxxD de
unidn a ¢-di-GMP. La presencia de este motivo en combinacién con la ausencia de residuos clave para
la actividad DGC es caracteristica de los dominios GGDEF que cumplen la funcién de efectores (Boyd
y O'Toole, 2012). Por ende, ésta y otras tres proteinas (ACA_1412 de At. caldus, YP_004783418.1 de
At. ferrivorans y “3_2” de At. thiooxidans) que poseen un motivo RxxD dentro de un dominio GGDEF
predicho como inactivo, podrian actuar como efectores de la via del c-di-GMP en estos
microorganismos, mientras que en At ferrooxidans no fue posible identificar elementos que

permitieran apoyar una funcién efectora de los dominios GGDEF.

Dominio PilZ,

Se detectaron genes que codifican proteinas con dominios PilZ en los cuatro genomas de
Acidithiobacillus analizados. En ofras bacterias, la mayoria de estas protefnas se relaciona con la
formacion del pili tipo IV, lo que sugiere que procesos dependientes de este apéndice, como la
motilidad tipo “twitching” y la formacién de biopeliculas, podrian ser regulados por una via del c-di-
GMP en Acidithiobacillus. At. caldus, At thicoxidans y At ferrivorans presentan dominios PilZ
codificados por genes homologos a bes4, el que codifica para la subunidad A de la celulosa sintasa, los
cuales ademés conservan en su contexto a besB, el que codifica para la subunidad B de la celulosa
sintasa. Esto sugiere que en estas bacterias un componente objetivo de alguno de los médulos de la via
del ¢-di-GMP podria ser un eventual complejo celulosa sintasa, el que podria regular la sintesis de
polimeros extracelulares tal como ocurre en G. xilynus (Weinhouse y cols., 1997; Ryjenkov y cols.,
2006). Por otro lado, en A4t. caldus SM-1 un dominio PilZ esté asociado a un dominio de unién a DNA,
HTH, en una misma cadena polipeptidica, indicando que tal como ocurre en otras bacterias (Fazli y
cols., 2011), el ¢c-di-GMP podria regular la transcripcion génica. En todos los Acidithiobacillus se
encontraron proteinas GGDEF o GGDEF-EAL codificadas inmediatamente rio abajo o rio arriba de
genes PilZ (figura 6, pagina 60), lo que podria indicar la participacion de éstos en un mismo médulo de

regulacion. Efectivamente, a pesar de que muchas de las proteinas que componen un médulo estan
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codificadas en distintas regiones del genoma, algunos componentes de un mismo médulo pueden estar

codificados en genes contiguos, formando un operén (Tuckerman y cols., 2009).

PelD

En P. aeruginosa, se han reportado tres operones involucrados en la sintesis de SPEs: pel, alg y
psl, los que estan involucrados en la sintesis de los exopolisacaridos PEL, alginato y PSL,
respectivamente (Franklin y cols., 2011). Estos tres exopolimeros son estructural y funcionalmente
distintos. El alginato es generalmente considerado como el exopolisacérido involucrado en la
conversién mucoide que ocurre meses o afios después de la colonizacién, mientras que PSL y PEL
estarfan involucrados en las etapas tempranas de la formacion de biopeliculas de P. aeruginosa (Chung
y cols., 2008). PEL es un polimero rico en glucosa distinto de la celulosa, cuya sintesis depende de
genes ubicados en el operén peldBCDEFG (Friedman y Kolter, 2004a). Los mecanismos biosintéticos
de este exopolisacarido no estan completamente entendidos, sin embargo, analisis de comparacion
estructural in silico han predicho que, a excepcitn de pelF, todas las proteinas codificadas en el operén
pel conformarian un complejo con componentes de membrana interna, periplasmaticos y de membrana
externa (Franklin y cols., 2011). Una de las pocas proteinas cuyo rol ha sido experimentalmente
comprobado es PelD (Lee y cols., 2007). PelD es una proteina de membrana interna posee un dominio
citoplasmético estructuralmente similar al dominio GGDEF sin actividad DGC, el que contiene un
motivo RxxD similar al sitio Ip de las DGC. La unién de c-di-GMP a este sitio permite la activacién de
la sintesis del polisacérido Pel (Lee y cols., 2007). Aunque el mecanismo por el cual PelD ejerce su
accion es desconocido, su localizacion celular permite sugerir el transporte del polimero a través de la
membrana interna hacia el periplasma, donde otros componentes periplasmaticos v de membrana
externa terminan su secrecién (Franklin y cols., 2011). De forma interesante, homélogos de PelD de P,
aeruginosa sélo fueron encontrados en los oxidadores de azufre Ar. caldus y At. thiooxidans, Ambos
ort6logos conservan un motivo RxxD de unién a ¢-di-GMP y sus contextos génicos presentan la

totalidad de los genes que conforman el operén pel (figura 5, pagina 57), involucrado en la sintesis del
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exopolisacarido PEL. Ademds, en ambos operones se encuentra un gen que codifica para una UDP-
glucosa 4-epimersa, la cual probablemente esté involucrada en la sintesis del precursor del
exopolisacarido PEL. Esto podria sugerir que en los oxidadores de azufre At. caldus y At. thiooxidans,
PelD pudiese actuar como un efector que activa un complejo de membrana responsable de la sintesis
del exopolisacarido PEL, el cual pudiese ser relevante para la adherencia al sustrato de estos

microorganismos,

4.1.4 Hipdétesis Modular

La presencia de numerosos genes que codifican proteinas con dominios GGDEF, EAL y/o HD-
GYP en un mismo genoma indica una redundancia en la funcién especifica de estos dominios
(sintetizar o degradar c-di-GMP). Sin embargo, ciertas DGCs y PDEs regulan determinados procesos
de forma especifica. Para tener cuenta de esta realidad se ha definido el concepto de “c-di-GMP control
module” (Hengge, 2009). Un modulo se compone del conjunto de DGCs y PDEs que sintetizan y
degradan ¢-di-GMP, de un efector que une el c-di-GMP en un sitio alostérico, y de un componente
blanco u objetivo que regula un fenotipo en respuesta a la interaccién directa con el complejo efector-
c-di-GMP. Por ejemplo, en £. cofi, dos DGCs, YegE y YedQ, y la PDE YhjH controlan los niveles de
¢-di-GMP responsables de regular negativamente la motilidad a través la interaccion del efector YcgR
(cargado con c¢~di-GMP) con componentes de la maquinaria de rotacién del flagelo (Pesavento y cols.,
2008, Povolotsky y Hengge, 2012). Un médulo particular puede regular un fenotipo mediante la
activacion de otro médulo distinto. Por ejemplo, 1a DGC YdaM y la PDE YciR controlan los niveles de
¢-di-GMP que regulan positivamente la expresién del regulador transcripcional esgD, el que ademas de
activar la transcripcion de los genes estructurales de la fimbria csgBAC, induce la expresion de yaiC'y
yoaD (Pesavento y cols., 2008, Weber y cols., 2006), los que codifican para las DGC y PDE candidatas
YaiC y YoaD, respectivamente, las que a su vez regulan la actividad del complejo celulosa sintasa

(Brombacher y cols., 2003; Brombacher y cols., 2006). En este caso, una unidad del componente
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objetivo (BesA) estd covalentemente asociado al efector (dominio PilZ), revelando la proximidad

espacial entre los componentes del médulo.

Diversos trabajos han demostrado la interaccion entre proteinas de un modulo. Es asi como la PDE
RpfG, de Xanthomonas axonopodis pv citri, interactiia directamente con varias proteinas con dominio
GGDEF (Andrade y cols., 2006). También se han detectado interacciones entre la DGC HmsT, la PDE
HmsP, la glicosiltransferasa HmsR y su factor asociado HmsS, todos los cuales se presentan adheridos
a membrana interna y son necesarios para la excrecion de exopolisacéridos y formacién de biopeliculas
(Bobrov y cols., 2008). Asimismo, se ha sugerido la interaccion directa entre el efector con dominio
PilZ, Algd4, v la glicosiltransferasa responsable de la sintesis de alginato, Alg8, en la cara interna de ia
membrana plasmética de P. aeruginosa (Oglesby y cols., 2008). Otro ejemplo son la DGC DosC y Ia
PDE DosP de E. coli, las que se encuentran asociadas a una polinucleétido fosforilasa (PNPase)
formando un degradosoma, cuya actividad se ve aumentada por unién de c-di-GMP a este tltimo
componente (Tuckerman y cols., 2011). La interaccién directa y localizada de los componentes de un
mdédulo permitiria que la concentracién local de c-di-GMP sea biologicamente efectiva, y que en una
misma célula se encuentren funcionando simuitineamente distintos moédulos, cuya sintesis de c-di-

GMP no interfiere directamente en otros médulos (Povolotsky y Hengge, 2012).

La expresion de los elementos involucrados en la via del ¢-di-GMP en At ferrooxidans (Ruiz y
cols., 2012), At. thiooxidans (Diaz, 2012) y At caldus (esta tesis), sugieren la presencia de distintos
mddulos de control mediados por c-di-GMP en estas bacterias. La diferencia en el nimero de genes
relacionados con el metabolismo del c-di-GMP entre los Acidithiobacillus podria reflejar la cantidad y
la diversidad de procesos regulados por este segundo mensajero en cada cepa. En este sentido, de las
cuatro especies, At, ferrooxidans es el que posee la cantidad més baja de genes relacionados con el
metabolismo del ¢c-di-GMP, y a la vez, es el (inico que posee un sistema funcional de Quorum Sensing
tipo Al-1 (Farah y cols., 2005, Valdés y cols., 2008).

104




4.2 Acidithiobacillus caldus AACA_ 1413 como evidencia directa
de una relacion entre una via de c-di-GMP y los fenotipos
de formacion de biopeliculas y motilidad

Los efectores candidatos encontrados en los genomas de distintos miembros del género
Acidithiobacillus, sugieren que la via del c-di-GMP podria influir en Ia sintesis de exopolisacaridos y la
motilidad tipo “Twitching”, dos procesos involucrados en el desarrollo de biopeliculas en otras
bacterias (Lopez y cols., 2010). Una manera directa de relacionar una via de c-di-GMP con un fenotipo
en particular podria ser mediante la sobreexpresion o la inactivacién de una DGC funcional, y Ia
evaluacién comparativa del fenotipo de esta cepa contra la silvestre. En el caso de la sobreexpresion,
los niveles intracelulares de ¢-di-GMP pueden multiplicarse cientos de veces (Nakayama y cols., 2011,
Simm y cols., 2004), lo que podria afectar uno o mas fenotipos a través de distintos efectores. En este
sentido, la inactivacién de una determinada DGC probablemente afecte de forma mds selectiva un

efector y un fenotipo, los que se relacionan directamente con el c-di-GMP sintetizado por esta DGC.

La importancia de 4¢. caldus en procesos de biolixiviacion (Dopson y Lindstrom, 1999) (Rawlings,
2002, Rawlings y cols., 1999) (Dopson y Lindstrom, 2004) (Okibe y cols., 2003, Okibe y Johnson,
2004) (Semenza y cols., 2002) asi como también sus capacidades para desplazarse mediante motilidad
flagelar y para adherirse a sustratos sélidos (Edwards y cols., 2000, Edwards y Rutenberg, 2001),
hacen que esta bacteria sea un excelente candidato para evaluar una relacién entre una via funcional del
¢-di-GMP y los fenotipos de adherencia a sustrato y formacién de biopeliculas, En esta tesis, fue
posible complementar fenotipos dependientes de c-di-GMP en enterobacterias con cinco DGCs de
At. caldus, dentro de las cuales, tanto por la intensidad del fenotipo como por los niveles de c-di-GMP
alcanzados, se destaca la proteina ACA_1413 (ver resultados, piginas 66-74). Por otra parte, el

genoma de At caldus posee ortologos de dos tipos de efectores involucrados directamente en la
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formacién de biopeliculas, BesA y PelD. No menos importante, recientemente se ha demostrado la
factibilidad de obtener mutantes nulos de esta bacteria (Chen y cols., 2012, van Zyl y cols., 2008). Por
estas razones, nos propusimos construir una cepa mutante de At caldus que careciera de la DGC
ACA 1413 y analizar el efecto de tal mutacion sobre fenotipos particulares. La delecion de aca 1413
fue generada mediante Ia técnica de intercambio de marcador (MEM), para lo cual se construyé el
plasmidio suicida pOT-ACA1413:Kan. Ademéas de pOTACA1413:Kan, se construyeron otros tres
plasmidios suicidas, pOTACA1873:Kan, pOTACA0987:Kan y pOTACA1266:Kan, los que se
disefiaron para anular genes que codifican ina PDE, el ortélogo de PelD y una protefna con dominio
PilZ, respectivamente. Para cada uno de estos cuatro plasmidios suicidas se realizaron a lo menos tres
ensayos de conjugacién o electrotransformacién. Exceptuando el caso de pOTACA1873:Kan, para el
que no se obtuvieron transformantes, las transformaciones con el resto de los plasmidios siempre
resultaron en numerosas colonias resistenies a kanamicina. Cerca de noventa colonias por cada
construccion fueron analizadas mediante “colony blot”. La totalidad de Jas colonias analizadas
provenientes de las transformaciones con pOTACA0987:Kan resultaron ser recombinantes simples
(anexo 13). Por otra parte, de las transformaciones con los plasmidios pOTACA1413:Kan y
pOTACA1266:Kan, 21 y 17 colonias respectivamente, mostraron ser recombinantes dobles segin los
ensayos de “colony blot”. Es probable que estas colonias provengan de un solo clon, ya que la

frecuencia de recombinacién doble reportada para Az, caldus es cercana a 107 (van Zyl y cols., 2008).

Las mediciones y comparaciones de los niveles de c-di-GMP revelaron que la cepa mutante
AACA 1413 de At. caldus produce 3,5 veces menos c-di-GMP que la cepa silvestre (figura 18, pagina
82). Este resultado sugiere que Ia DGC ACA_1413 podria ser responsable def 71,6% de la produccién
total de c-di-GMP. Esto coincide con los experimentos realizados en Salmonella, donde la
complementacidn del fenotipo rdar fue mas notoria con el gen aca_1413. Estos resultados sugieren que

la DGC ACA_1413 jugaria una funcion central en la via del c-di-GMP en At. caldus, y ademds, en
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correlacion con los andlisis bioinformaticos y de cuantificacién de c-di-GMP en la cepa AACA_1413,

indica que existen otras DGCs actuando en paralelo.

4.2.1 Adherencia a sustrato y formacion de biopeliculas

Este es el primer trabajo donde se ha caracterizado la formacién de biopeliculas formadas por
At caldus sobre azufre elemental. Este microorganismo es capaz de adherirse al azufre elemental en
tiempos tan cortos como 5 min. Debido a que en condiciones optimas (45°C, pH 2,5), At. caldus
presenta un tiempo generacional de 2-3 h (Hallberg y Lindstrom, 1994), es probable que a tiempos
cortos de incubacién (< 60 min) las células adheridas a la superficie del azufre elemental provengan del
inoculo inicial ¥ no de la duplicacién de las primeras células adheridas. Posteriormente, grandes
agrupaciones celulares cubren la superficie del cupén (figura 20, pagina 84), contrastando con lo
reportado para superficies como pirita, en donde pocas células de At caldus se adhieren a
imperfecciones minoritarias de los cupones de ese mineral (Edwards y cols., 2000). Esta diferencia de
comportamiento seg(n el sustrato energético sélido podria explicarse por la diferencia desde el punto
de vista electrostatico de las superficies de ambos sustratos. En At ferrooxidans las SPEs varian de
acuerdo al sustrato utilizado. En pirita 4¢, ferrooxidans produce SPE con una alta proporcion de acidos
urénicos acomplejados con hierro (11f), mientras que en azufre elemental produce principalmente SPEs
hidrof6bicas con altas proporciones de dcidos grasos (Gehrke y cols., 2001, Gehrke y cols., 1998,
Kinzler y cols.,, 2003, Sand y Gerke, 2006). Probablemente, las SPEs sintetizadas por At caldus
contienen d4cidos grasos apolares que interactian con el azufre elemental. Las microfotografias
adquiridas utilizando el fluoroforo FITC acoplado a la lectina Concanavalina A, sugieren que las SPEs
de At. caldus también estdn compuestas por exopolisacéridos, los que podrian ser sintetizados por los
complejos de membrana Bces o Pel, identificados mediante el anélisis bioinformatico (esta tésis), y cuya
produccidn es regulada por c-di-GMP en otras bacterias (Lee y cols., 2007, Ross y cols., 1991). Desde
las 8 h de incubacidn, las células de At caldus comienzan a relacionarse a través de filamentos de

diversa longitud formando una biopelicula interconectada, la que se desarticula entre las 72 y 96 h de
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incubacién. Los ensayos de adherencia a sustrato revelan diferencias leves entre las biopeliculas
formadas por la cepa silvestre y mutante AACA 1413 de At caldus. A tiempos cortos, en el mutante
AACA 1413 la colonizacién inicial del sustrato se observa retrasada, sugiriendo que esta cepa podria
estar sufriendo una disminucion en la capacidad de adherirse o un aumento en la capacidad de
desprenderse de ia superficie, 0 ambas a la vez. Por ofro lado, fue posible observar que la cepa
AACA 1413, al igual que la silvestre, es capaz de sintetizar y conectarse a través de filamentos (figura
24, pag 96), sugiriendo que la DGC ACA 1413 no estaria involucrada en la formacién de estos
apéndices. Hasta el momento, no existen estudios que hayan identificado ni caracterizado estructuras
de superficies en Acidithiobacillus, por lo que la naturaleza de estos filamentos, asi como su funcién
son inciertas en esta bacteria. Sin embargo, otras bacterias utilizan este tipo de estructuras para

comunicar distintas sefiales o estimulos.

Apéndices extracelulares de superficie y comunicacién cetular en A¢. caldus

En la literatura se han reportado filamentos que se asemejan a los observadas en las biopeliculas de
At. caldus (anexo 14). El sistema de secrecion tipo IV (T4SS) es responsable de la conjugacion
plasmidial y la transferencia de elementos integrativos y conjugativos (ICEs) entre bacterias, asf como
también del traspaso de toxinas proteicas desde bacterias a células eucariontes. Los T4SS estin
compuestos de una adhesina que media ¢l contacto célula-célula, un canal de secrecion que conduce el
sustrato desde la célula donante hacia la receptora, y una proteina de acople, la que actiia como
receptor de los sustratos en la entrada del canal de secrecién. En el caso de E. coli, la longitud del
llamado Pili-F varia entre 2 y 20 pm, lo que comprende la longitud de las proyecciones observadas en
At caldus. Recientemente, se han caracterizado en 4z, caldus elementos genéticos involucrados en el
proceso de conjugacién, incluyendo los componentes del canal de secresion (Acuiia y cols., 2013), lo
que sugiere que los apéndices detectados podrian corresponder a estas estructuras, Otra alternativa
pudiese ser los nanocables (“nanowires”), filamentos proteicos capaces de conducir una corriente

eléctrica in vivo bajo ciertas condiciones bioldgicas. Estos filamentos fueron reportados por primera

108




vez en la bacteria Geobacter sulfurreducens, los que mostraron ser altamente conductivos y requeridos
para la reduccidn de éxido de hierro III (Reguera y cols., 2005). La longitud de un nanocable puede
variar entre 10 y 20 pm y estédn formados por subunidades de PilA, una pilina relacionada con el pili
tipo IV. At. caldus posee un ORF con 71% de similitud con pilA de G. sulforreducens, el cual se
encuentra rio arriba de una DGC y un efector tipo PilZ (figura 8, pégina 64). Por otra parte,
Pelotomaculum thermopropionicum expresa un flagelo que se une especificamente a M
thermautotrophicus, un metandgeno que utiliza H, para reducir didxido de carbono (Ishii y cols,,
2005). Este anclaje, permite una relacién de sintrofia entre estos microorganismos, en la que M
thermautotrophicus se mantiene dentro del alcance de la difusion de H; que produce P.
thermopropionicum e induce la expresion de genes requeridos para la metanogénesis (Shimoyama y
cols., 2009). At. caldus posee un flagelo polar (Halberg y Lindstrom 1994), por lo que estos filamentos
podrian estar formados por componentes del aparato flagelar. El anexo 14 permite distinguir cierta
similitud morfolégica entre las proyecciones de P. thermopropionicum con las que presenta Az, caldus.
Finalmente, de forma reciente, se han descrito nanotubos bacterianos, conexiones tubulares de
aproximadamente 30-130 nm de ancho y hasta 1 pm de largo, de origen membranoso y que permiten el
traspaso de componentes citoplasmaticos como DNA y proteinas (Dubey y Ben-Yehuda, 2011;
Schertzer y Whiteley, 2011). Estas estructuras son distintas del pili conjugativo, el que se ha descrito
como un apéndice mas delgado. Al igual que lo observado para P. thermopropionicum y M.
thermautotrophicus, estos nanotubos se dan entre distintas especies como B. subtilis, Staphylococcus
aureus y E. coli. Los filamentos extracelulares producidos por 4t caldus aparecen como parte
importante de la conexion estructural de las biopeliculas desarrollada por este microorganismo, por lo
que dilucidar la identidad y funcionalidad de sus componentes serd un topico importante en futuras

investigaciones.
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4.2.2 Motilidad

Las sutiles diferencias observadas enire las cepas AACA_1413 y silvestre de 4t caldus en los
ensayos de adherencia, reforzé la idea de evaluar ofro fenotipo que pudiese ser regulado por c-di-GMP
e involucrado con la capacidad de colonizar y “descolonizar” un sustrato sélido. En este sentido, la
motilidad flagelar aparece como un aspecto relevante debido a que su regulacién por c-di-GMP se ha

reportado en diversas especies bacterianas (anexo 1).

Las agrupaciones celulares motiles de 4t. caldus mostraron un patrén de anillos concéntricos, cuyo
desplazamiento varfa dependiendo de la concentracién del medio semisdlido. Considerando el
“gwarming” como un proceso por el cual organismos motiles se esparcen activamente sobre una
superficie (Kaiser, 2007), es posible clasificar la motilidad de 41. caldus analizada en medio semisolido
como del tipo “swarming”. Por otro lado, las bacterias provenientes de placas de motilidad muestran
claramente un apéndice flagelar, sugiriendo que la motilidad presentada en estos ensayos dependen de
este aparato (anexo 9) v, por ende, el desplazamiento de Az, caldus puede enmarcarse en la definicién
clasica de “swarming”, la cual involucra el flagelo (Henrichsen, 1972). Tal como ocurre en otras
bacterias como Proteus mirabilis (Rauprich y cols., 1996), es probable que los anillos sean el resultado
de Ia repetici6n de ciclos compuestos por dos etapas: el “swarming” propiamente tal, seguido de la fase

de consalidacidn, en la cual las células revierten hacia una forma vegetativa,

Por otro lado, el analisis comparativo entre las cepas silvestre y mutante revelé que en las cepas
AACA1413 de A4t. caldus presentan un mayor grado de motilidad. El mecanismo por el cual la DGC
ACA_1413 podria regular la motilidad en Az. caldus es desconocido. Esta proteina de 280 aminoacidos
estd compuesta de un dominio GGDEF ubicado en el C-terminal. Los primeros 120 aminoacidos de
ACA 1413 no poseen similitud significativa con ningin dominio en particular. Sin embargo, una

busqueda preliminar determiné la presencia de un motivo “coiled coil” en esta regidn, los que podrian
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permitir la dimerizacion y entonces la activacién de mondmeros de ACA_1413, tal como se ha
reportado para las DGCs DgcA y DgeB de C. crescentus {(Schirmer y Jenal, 2009). El contexto génico
de aca 1413 comprende dos genes predichos para codificar una DGC y una fosfolipasa D (PLD) rio
abajo, y genes que codifican una proteina hipotética, FliL, MotA, MotB y una proteina con un dominio
GGDEF aparentemente inactivo DGC, ACA_1419 rio arriba. De forma interesante, este locus estd
flanqueado por regiones con homologia a secuencias de insercion encontradas en 4. ferrooxidans
(Valdes y cols., 2008) y por genes que codifican transposasas, sugiriendo que este locus podria
transmitirse entre diferentes genomas como un médulo regulador de la motilidad. En este escenario,
ACA_1412 podria actuar como efector uniendo el c-di-GMP sintetizado por ACA_1413 y reprimir la
motilidad interviniendo el funcionamiento de FIiL, MotA o MotB. De hecho, en C. crescentus la
expresién de FIiL es reprimida por el efector DgrA (Christen y cols., 2007), mientras que en E. coli,
otro efector con dominio PilZ, YecgR, interactia con MotA provocando la disminucién de la velocidad

de rotacion del flagelo (Boehm y cols., 2010).
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S. CONCLUSIONES

Al comenzar esta tesis, la evidencia de 1a existencia de una via de c-di-GMP en bacterias acidofilas
quimiolitoautotroficas se limitaba a A4t ferrooxidans (Ruiz y cols., 2007). El presente trabajo ha
permitido sugerir que esta via de sefializacion estd ampliamente presente en especies pertenecientes a
los generos Acidithiobacilus {Castro y cols., 2009), abriendo espacio para esta tesis de doctorado y la
tesis de post grade de Mauricio Diaz (via d c-di-GMP en At. thiooxidans). Concretamente, de esta tesis

es posible concluir que:

1.~ Anélisis bioinforméticos determinaron que At. caldus posee los elementos genéticos necesarios
para articular una via de sefializacién funcional mediante c¢-di-GMP (DGCs, PDEs, efectores y

componentes blanco), la cual estaria regulada por el oxigeno molecular y/o potencial redox

2.~ At. caldus es capéz de sintetizar c-di-GMP a través de al menos cinco DGCs funcionales

diferentes.

3.- La DGC ACA_1413 de At. caldus, esté relacionada con la regulacién de la motilidad tipo
“swarming” y, en menor medida, quizis como consecuencia de aquello, con la colonizacion del azufre

elemental.

Esto implica que por primera vez se ha identificado un fenotipo regulado por este segundo
mensajero en un miembro del género Acidithiobacillus, lo que prueba de forma inequivoca la
funcionalidad de esta via en este tipo de bacterias. Asi, este trabajo permite avanzar hacia un nuevo
nive!l de profundidad en la comprension de la via del c-di-GMP presente en Acidithiobacillus, el que
debera incluir efectores y componentes blanco que conecten la produccion de c-di-GMP con los

fenotipos ya descritos y los que quedan por descubrir.
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Anexo 2. Curva de calibracion del estindar de c-di-GMP para andlisis mediante HPLC. Para
cada cantidad de c-di-GMP, se grafica el 4rea bajo la curva del pico seleccionado en los

cromatogramas (figura 14, pagina 73). U. A.: unidades arbitrarias. Los datos se detallan en la tabla bajo
el grafico.

25000
20000 - <
U.A. 15000 -
' =329,74X
10000 - Y ==3efs
R*=0.9597
5000 -
=
U T L] L] T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

nmol c-di-GMP

Valores de respuesta para cada cantidad de estandar de c-di-GMP

c-di-GMP curval curva 2
(nmoles) (U.A)) (U.A)) Prom  Desvestp

62,5 19736 19730 19733 3
31,25 10414 10563 10488,5 74,5

15,625 6890 6804 6847 43
7,8125 3976 4397 4186,5 210,5
3,90625 2444 3185 2814,5 370,5
1,953125 1136 1719 1427,5 291,5
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Anexo 3. Curva de calibracion del estindar c-di-GMP para analisis mediante MS-MS. Para cada
cantidad de c-di-GMP, se grafica el area bajo la curva del pico seleccionado en los cromatogramas
(figura 17, pagina 80). U. A.: unidades arbitrarias. Los datos se detallan en la tabla bajo el grafico.

12000

10000 -

8000 ~
UA.

6000 -

y =43549x
R:=0974

4000 -

2000 ~

T L]

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 025
Concentracion de c-di-GMP (uM)

c-di-GMP curval curva 2

(nM) (U.A)) (U.A) Prom Desvestp

0,002 339 374 356.5 24,749
0,02 1624 2030 1827 287,085
0,2 7545 9678 8611,5 1508,259
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Anexo 4. Aminoicidos clave del dominio GGDEF en la uniéon de GTP y c-di-GMP. En el panel A
se esquematiza la estructura de dominios de la DGC PleD de C. crescentus, correspondiente a dos
dominios REC (café) y un dominio GGDEF (azul), cuyos aminoacidos importantes para la actividad
DGC se muestran en blanco. También se seifialan los sitios de inhibicién primario (rojo) y secundario
(naranjo). El panel B muestra la estructura tridimensional del dominio GGDEF de PleD unida al
sustrato analogo GTPaS (2VON). El “B-hairpin” donde se ubica el motivo GGDEF se indica en azul.
Los iones magnesio estan representados como esferas amarillas. En el panel C se muestra la unién del
dimero de c-di-GMP unido al sitio de inhibicién primario.

135°

45°

c-di-GMP 1
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Anexo 5. Alineamientos de los dominios GGDEF de At caldus con dominios GGDEF de DGCs.
Sitio activo (estrella azul), sitio de inhibicion primario (circulos blancos), sitio de inhibicion secundario
(circulos negros).

ACA 1413
ACA_1419
ACA_2590
ACA_1872
ACA 2866

PleD

Pled

WspR

ACA_0994
ACA_1270
ACA_0272
ACA 0279
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ACA 1413
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ACA_2590
ACA_1872
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ACA_1660
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ACA_2498
ACA_1622
ACA_0801

PleD

PleD

WspR

ACA_0994
ACA_1270
ACA_0272
ACA_0279
ACA_1412
ACA_1413
ACA_1419
ACA_2590
ACA_1872
ACA_2866
ACA_1660
ACA_0096
ACA_2498
ACA_1622
ACA_0801

CGTEVALSGR.EHVCLISIVSLGATP.

LELRVPGAESADGLSLISIIGIATN. . .

.GAEVDSPEALLQ
.LLAEDQPTALALA

.FD.DGDAE

136




Anexo 6. Aminoicidos clave del dominio EAL en la actividad PDE. En el panel A se esquematiza
la estructura de dominios de la PDE TBD1265 de T. denitrificans, correspondiente a un dominio PBPb
(rosado), un dominio GGDEF (azul) y un dominio EAL, cuyos aminoacidos importantes para la
actividad PDE se muestran en negro. El panel B muestra la estructura tridimensional del dominio EAL
de TBD1265 unida a c-di-GMP (3N3T).

TBD1265
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Anexo 7. Alineamientos de los dominios EAL de At. caldus con dominios EAL de PDEs. Los
aminoacidos que conforman el sitio activo se muestran con una estrella azul.

al B3 1 a2 V&)
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Anexo 8 . Cuantificacion de c-di-GMP en las cepas silvestre y A1413

Cepa pmol de c-di-GMP/mg de proteina
ATCC 51756 4,95 +£2,05
ACA 1413 Coé 0,36 +£0,10
ACA 1413 C10 0,75 £ 0,34
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Anexo 9. Microscopia de transmision de células de cultivos de 4. caldus crecidos en medio liquido con
tetrationato (A), semisdlido con tetrationato (B) y en medio liquido con azufre elemental (C).

1um
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Anexo 10. Comparacion de la motilidad entre las cepas silvestre y AACA 1413 de At. caldus. Las 1
cepas fueron inoculadas juntas (A) o separadas (B) en medio semisélido (Phytagel 0,2%, pH 4,7) e |
incubadas a 45°C por 4 dias.

ATCC 51756

! Al1413 6 A1413_10

B ATCC 51756 Al1413 6 Al1413_10
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Anexo 11. Expresion de ACA 1873 (EAL) en la cepa MASE 282 de S. typhimurium (YciR).
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Anexo 12. Presencia de elementos genéticos involucrados con el c-di-GMP en bacterias acidéfilas
quimiolitoatétrofas.

Acidithiobacillus Leptospirillum Sulfobacillus Acidimicrobium

GGDEF v v v v
EAL v v v v
GGDEF-EAL v v v v
HD-GYP v v v N.D.
PilZ 4 v N.D. N.D.
PelD v N.D. N.D. N.D.

v’ , Presencia. N.D., No detectado.
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Anexo 13. “Colony blot” para los transconjugantes de Ar. caldus con diferentes plasmidios suicidas.

Sonda 2 Sondal

pOTACA0987:Kan

pOTACA1266:Kan

pOTACA1413:Kan
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Anexo 14. Comparacion entre diversas proyecciones celulares con similitud a las presentadas por
A. caldus. Nanotubos de B. subtilis (Dubey y Ben-Yehuda, 2011), nanocables de S. oneidensis MR-1
y Synechocystis sp. (Gorby y cols., 2006), pili conjugativo de E. coli (May y Okabe, 2008) y flagelo de

P. thermopropionicum (Ishii y cols., 2005).

Acidithiobacillus caldus Bacillus subtilis

¥

n‘
4

s

T um

———

P. thermopropionicum y
M. thermautotrophicus
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ABSTRACT

The understanding of biofiim formation acquires relevance to design biological strategies to
improve the efficiency of the bioleaching process and to prevent environmental damages
caused by acid mine/rock drainages. For this reason, our laboratory is focused in the
characterization of the molecular mechanisms invelved in the biofilm formation in different
biomining bacteria. In many bacteria, the intracellular levels of c-di-GMP molecules
regulate the transition from the motile planktonic state to sessile community-based
behaviors, such as biofilm development, through different kind of effectors. Thus, we
recently started a study of ¢-di-GMP pathway in several biomining bacteria including
Acidithiobacillus caldus. C-di-GMP molecules are synthesized by diguanylate cyclases
(DGCs) and degraded by phosphodiesterases (PDEs). We previously reported the existence
of molecular players involved in c-di-GMP pathway from different Acidithioibacillus
species. Here, we report our work related to 4. caldus ATCC 51756. We identified several
putative-ORFs encoding DGC and PDE and effector proteins. By using total RNA
extracted from 4. caldus cells and RT-PCR, we demonstrated that these genes are
expressed. Besides, by mass spectrometry we characterized the presence of ¢-di-GMP in 4.
caldus ATCC 51756 cell extracts. On the other hand, by heterologous complementation in
Salmonella Typhimurium UMR1, we demonstrated that several genes encode for functional
DGC enzymes. Moreover, mutagenesis experiments strongly indicated that c-di-GMP
pathway regulates 4. caldus adhesion to sulfur surfaces. Moreover, we developed a DGC
defective mutant strains that strongly indicated that c-di-GMP pathway regulates the
swarming motility and adhesion to sulfur surfaces by in At. caldus. Together, our results

revealed that 4. caldus possesses a functional c-di-GMP pathway which could be involved
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in ores colonization during the bioleaching process.
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Abstract. Acidithiobacillus ferrooxidans, 4. thiooxidans, and A. caldus are acidophilic Gram-
negative y-protecbacteria involved in the bioleaching of metal sulfides. Bacterial attachment to
mineral surface and biofilm development play a pivotal role in this process. Therefore, the
understanding of biofilm formation has relevance to the design of biological strategies to improve
the efficiency of bioleaching processes. For this reason, our laboratory is focused on the
characterization of the molecular mechanisms involved in biofilm formation in biomining bacteria.
In many bacteria, the intracellular level of c-di-GMP molecules regulates the transition from the
motile planktonic state to sessile community-based behaviors, such as biofilm development. Thus,
we recently started the study of c-di-GMP pathway in biomining bacteria. C-di-GMP molecules are
synthesized by diguanylate cyclases (DGCs) and degraded by phosphodiesterases (PDEs). So far,
two kinds of effectors have been identified, including three protein families (pilZ, PleD and FleQ)
and a conserved RNA domain (GEMM) which acts as a riboswitch. We previously reported the
existence of different molecular players involved in c-di-GMP pathway in 4. ferrooxidans ATCC
23270. Here, we expanded our work to other Acidithioibacillus species: 4. thicoxidans ATCC
19377 and A. caldus ATCC 51756. In both, we identified several putative-ORFs encoding DGC,
PDE and effector proteins. By using total RNA extracted from 4. ferrooxidans and 4. caldus cells
in RT-PCR and qPCR experiments, we demonstrated that these genes are expressed. In addition, we
characterized the presence of c-di-GMP in A. ferrooxidans ATCC 23270 and A. caldus ATCC
51756 cell extracts. Taken together, these results strongly suggest that 4. ferrooxidans, A. caldus
and A. thiooxidans possess functional c-di-GMP pathways. As it occurs in other Gram-negative
bacteria, this pathway should be involved in the regulation of the planktonic/biofilm switch. In the
future, we have to integrate this new biological dimension to improve the biological understanding
of bioleaching.

Introduction

During bioleaching process, insoluble metal sulfides are oxidized to metal soluble sulfates through
the metabolic activity of a consortia composed of chemolitoautotrophic acidophilic
microorganisms. Sulfur oxidizers, such as Acidithiobacillus thiooxidans, Acidithiobacillus caldus
and Acidithiobacillus ferrooxidans (also an iron oxidizer) are part of this consortia [1, 2]. It has
been proved that these Gram-negative Y-proteobacteria are capable of developing biofilms
consisting of a cell monolayer, which remain attached to the ore surface through the extracellular
polymeric substance matrix (EPS) [3]. This mineral-bacteria interaction has been positively
correlated with bioleaching rates [3, 4]. Therefore, the characterization of the molecular
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mechanisms involved in biofilm formation becomes important for the design of biological strategies
to improve the efficiency of bioleaching processes.

Recently, cyclic diguanylate (c-di-GMP) has been described as a second messenger used by most
bacteria, but not eukaryotes or Archaea, to regulate phenotypes such as motility and biofilm
formation [5]. It is widely accepted that low levels of c-di-GMP promote motility, while high levels
promote sessile cellular states [6]. C-di-GMP is synthesized from two GTP molecules by the
diguanylate cyclase enzyme (DGC) and it is degraded by two families of phosphodiesterases

(PDEs) (Fig. 1).

Phosphodiesterase

| HD-GYP P> 2GMP

H oty

N Diguanylate cvclase> i u-Lp—‘l Phosphodiesterase A > 5-pGpG

GGDEF M_q " " EAL

[
v ! v

o, 1 m), (RxxD)* AAA Domain* GEMM RNA*
@ il
PEL polysaccharide Transcriptional
Motllity, biosynthesis, regulation of EPS ’mr'.;':"fm"“"

Biofilm formation  gioilm formation.  blosynthesis genes.

Figure 1. Cyclic diguanylate signaling pathway. c-di-GMP is synthesized by GGDEF
domain present in DGCs and degraded by EAL or HD-GYP domains present in PDEs
(white part). c-di-GMP can bind specific motifs or domains (*) from different types of

effectors (grey part).

Each of these enzymatic activities resides in particular domains which are typically present in
proteins containing multiple regulatory domains. These receive environmental signals and therefore
modulate the activities of c-di-GMP synthesis or degradation domains [7, 8]. Finally, the
intracellular levels of c-di-GMP determine physiological and behavioral changes [9]. To date, two
types of effectors from this signaling pathway have been identified (fig. 1, gray part). The first one
includes proteins with the PilZ domain and also the PelD and FleQ proteins. All of these proteins
are capable of binding c-di-GMP and inducing biofilm formation. While the PilZ domain is
necessary for flagella-based motility inhibition [10, 11], PelD and FleQ are involved in the
regulation of exopolysaccharide synthesis which is necessary for biofilm formation [12, 13]. The
second type of effector is the ribonucleotidic GEMM domain whose c-di-GMP binding can regulate

mRNA translation [14].

We initially started the characterization of c-di-GMP pathway in 4. ferrooxidans ATCC 23270 [15].
However, for a better understanding of the biomining consortia dynamics at the biofilm level, we
recently expanded our study to A. thiooxidans and A. caldus. Here, we present some of our results
related to c-di-GMP pathway in these three Acidithiobacillus sp.

Methods

Bacterial strains and growth media. 4. ferrooxidans ATCC 23270 was grown in ferrous iron-
containing modified 9K medium at pH 1.5 as described previously or in DSMZ medium 71
containing 20 mM thiosulfate at pH 4.4 as described previously [16]. A. caldus ATCC 51756 was
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cultivated in mineral salts medium (MSM) (acidified to pH 2.5 with H,SOy) containing tetrathionate
(5 mM) or sulfur (1% wt/vol) as the energy source and trace elements [17].

Bioinformatic tools. The complete genome sequence of Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC
23270 was obtained from the Institute for Genomic Research database (TIGR). Draft genome
sequences of A. thiooxidans ATCC 19377 and A. caldus ATCC 51756 were obtained from the
Center for Bioinformatics and Genome Biology (CBGB), Santiago, Chile. Protein domains were
identified with HMMER. The corresponding amino acid sequences were compared against the
GenBank nonredundant database and the Swissprot database.

Reverse transcription PCR (RT-PCR). A. ferrooxidans or A. caldus cells were harvested and
washed twice with acidic water (pH 2.0) and 10 mM sodium citrate solutions. This was followed by
alkaline lysis. RNA extraction was performed by a modified hot-phenol method as described
previously [16]. The synthesis of cDNA was done with 1 pg of total RNA and 5-10 pmoles of
specific primers. Reverse transcription was made with Improm II reverse transcriptase (Promega).
cDNA obtained was used as a template to amplify each ORFs by PCR. The expected sizes for the
PCR products were checked by agarose electrophoresis [16].

Mass spectrometry. c-di-GMP extraction from A. ferrooxidans and A. caldus was performed as
described before [18]. Nucleotidic extracts were diluted 1:10 in 80% v/v acetonitrile and 20 mM
ammonium acetate. Spectra were obtained in a electrospray-ionic trap mass spectrometer (Esquire
4000 ESI-IT. Bruker Daltonics, Inc., MA-USA). 100 pL of sample or standard were directly
injected (Cole-Parmer, IL-USA). Standard c-di-GMP solution was prepared to a final concentration
of 0.175 mg/ml in 80% v/v acetonitrile and 20 mM ammonium acetate. Spectrogram acquisition of
MS and MS-MS was realized with negative polarity.

Results

Identification of putative DGC and PDE proteins. By means of bioinformatic analysis over the
complete genome sequence of A. ferrooxidans ATCC 23270 and the draft genome sequences of 4.
thiooxidans ATCC 19377 and A. caldus ATCC 51756, we identified several putative-ORFs
encoding DGCs and PDEs (table 1, white part) and effector proteins (table 1, grey part).

Table 1. Putative proteins identified by bioinformatic analysis involved in metabolism
and signal transduction of c-di-GMP in A. ferrooxidans ATCC 23270, A. thiooxidans
ATCC 19377 and A. caldus ATCC 51756.

;:;:;g::l A. ferrooxidans A. thiooxidans A. caldus
domains ATCC 23270 ATCC 19377 ATCC 51756
GGDEF + + +
EAL + + ¥
HD-GYP - - -
HD S + +
Pilz + + o
PelD - o+ i
FleQ + + s

Many of the predicted proteins possess sensor domains suggesting that the DGC and PDE activities
of these three Acidithiobacillus sp. could be regulated by different environmental signals, as it
occurs in other Gram-negative bacteria. Interestingly, a comparative analysis revealed that the
genetic contexts of these genes are conserved among A. thiooxidans and A. caldus.

A. ferrooxidans and A. caldus cells synthesize c-di-GMP molecules. By using MS-MS analysis,
the characteristic ¢c-di-GMP fragmentation peaks have been identified in the total nucleotide
fractions obtained from A. ferrooxidans and A. caldus cells. According to this result, RT-PCR and
gPCR experiments demonstrated that several ORFs encoding DGCs proteins are transcribed in both
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Introduction

Abstract

Aims: The primary goal of this study was to characterize the existence of a
functional c¢-di-GMP pathway in the bioleaching bacterium Acidithiobacillus
ferrooxidans.

Methods and Results: A bioinformatic search revealed that the genome
sequence of At. ferrooxidans ATCC 23270 codes for several proteins involved in
the c-di-GMP pathway, including diguanylate cyclases (DGC), phosphodiester-
ases and PilZ effector proteins. Overexpression in Escherichia coli demonstrated
that four At. ferrooxidans genes code for proteins containing GGDEF/EAL
domains with functional DGC activity. MS/MS analysis allowed the identifica-
tion of ¢-di-GMP in nucleotide preparations obtained from At. ferrooxidans
cells. In addition, c-di-GMP levels in cells grown on the surface of solid ener-
getic substrates such as sulfur prills or pyrite were higher than those measured
in ferrous iron planktonic cells.

Conclusions: At. ferrooxidans possesses a functional c-di-GMP pathway that
could play a key role in At. ferrooxidans biofilm formation during bioleaching
processes.

Significance and Impact of the Study: This is the first global study about the
c-di-GMP pathway in an acidophilic bacterium of great interest for the bio-
mining industry. It opens a new way to explore the regulation of biofilm for-
mation by biomining micro-organisms during the bioleaching process.

cells embedded in an exopolysaccharide (EPS) matrix
whose role is fundamental in creating a special microenvi-
ronment that favours mineral dissolution by oxidation

Acidithiobacillus ferrooxidans is an acidophilic Gram-nega-
tive bacterium whose energetic metabolism is responsible
for the solubilization of metals present in ores, and there-
fore, the micro-organisms are directly involved in bio-
mining. Adherence of At ferrooxidans to the mineral
surface and subsequent biofilm formation can improve
the leaching efficiency (Schippers and Sand 1999; Roh-
werder et al. 2003). Therefore, there is great interest in
understanding the molecular mechanisms involved in
biofilm formation by this acidophilic bacterium. At. ferro-
oxidans forms a monolayer biofilm composed by bacterial

© 2011 The Authors

(Harneit et al. 2006; Sand and Gehrke 2006).

C-di-GMP has been recognized as an important bacte-
rial second messenger involved in the regulation of several
physiological processes (Hengge 2009; Romling and Simm
2009; Schirmer and Jenal 2009). This messenger plays a
central role in controlling surface attachment in many
bacterial systems by regulating the transition from plank-
tonic to biofilm lifestyles through the control of EPS pro-
duction, biosynthesis of pili and flagellum and flagellar
motor speed (Garcia ef al. 2004; Hickman et al. 2005;
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Thormann et al. 2006; Armitage and Berry 2010). C-di-
GMP is synthesized by diguanylate cyclase (DGC) and
degraded by phosphodiesterase (PDE) enzymes. DGC
proteins are characterized by a GGDEF domain whereas
PDE proteins can present EAL or HD-GYP domains. Five
classes of c-di-GMP effecior proteins capable of binding
c-di-GMP molecules including PilZ domain have been
identified until now (Newell et al. 2009; Schirmer and
Jenal 2009; Tao et al. 2010).

During the course of identifying molecular mechanism
that regulates biofilm formation in extremophilic bacteria
involved in bioleaching processes, we previously reported
the existence of a functional quorum-sensing system in
At. ferrooxidans (Farah et al. 2005; Ruiz ef al. 2008). Here,
we present the first evidence for a functional c-di-GMP
pathway in the acidophilic bacteria At. ferrooxidans. The
intracellular levels of c-di-GMP increase in this micro-
organism during its biofilm lifestyle. These results in turm
strongly suggest a key role for these signalling molecules
during bacteria—mineral interactions.

Materials and Methods

Bacterial strains and growth conditions

This study was carried out with the At. ferrooxidans type
strain ATCC 23270. It was grown as described previously
in ferrous iron-containing modified 9K medium (M9K)
at pH 1'5 or in DSMZ medium 71 containing 20 mmol
1™ thiosulfate at pH 4-4 and in elemental sulfur prills
(Ramirez et al. 2004). Pyrite and a copper concentrate
were kindly provided by W. Sand and C. Demergasso,
respectively, and were used to 50 g I”! in modified 9K
medium (MSK) at pH 1-5 (Demergasso et al. 2005; Ruiz
et al. 2008).

Bioinformatic tools

Protein domains involved in c-di-GMP pathway (EAL,
GGDEF, HD-GYP and PilZ) were used as queries to search
in the genome sequence of At ferrooxidans (http://cmr.
tigr.org/tigr-scripts/CMR/shared/Genomes.cgi) by using
Artemis software (Sanger Institute Pathogen Sequencing
Unit http:/fwww.sanger.ac.uk/resources/software/artemis/).
The potential candidate proteins identified with Artemis
were used to formulate a BlastP search at the nonredun-
dant NCBI database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

C-di-GMP purification from At. ferrooxidans

Total nucleotides were extracted from At ferrooxidans
with organic solvents as described previously (Hisert et al.
2005). Cellular pellets obtained by centrifugation were
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washed twice with acidified water at pH 20 (H,50,) fol-
lowed by a wash with sodium citrate (pH 7-0). Washed
cells were then resuspended in 1 ml of 50 mmol I* Tris—
HCl, pH 835 and disrupted by sonication on ice. After-
wards, lysates were centrifugated at 15 800 g for 30 min
at 4°C, and the supernatants were saved. Subsequently,
one volume of supernatant was combined with one vol-
ume of chloroform, four volumes of methanol and three
volumes of nanopure water. Finally, after pelleting pro-
teins and nucleic acids by centrifugation, the aqueous
phase rich in nuclectides was evaporated under vacuum
and stored at —80°C.

At. ferrooxidans cells present in biofilms formed on sul-
fur prills, pyrite or a copper concentrate, were separated
from planktonic cells by centrifugation at low speed
{3000 g). The colonized solid substrates were then washed
three times with fresh M9K medium to remove the
Temaining planktonic cells, Colonized solid substrates
were then incubated with fresh MK medium supple-
mented with 005% of Triton X-100 for 5 min at 20°C
and vortexed to release adhered cells that were recovered
by centrifugation. Finally, cell pellets obtained from colo-
nized solid substrates were processed as indicated above.

Detection and quantification of ¢c-di-GMP by mass
spectrometric analysis

Measurements were performed as previously described
{Waters et al. 2008). Synthetic ¢-di-GMP was prepared in
80% acetonitrile and 20 mmol I’ ammonium acetate.
Nucleotidic extracts from At. ferrooxidans and Escherichia
coli were diluted 1:10 in 80% acetonitrile per
20 mmol I"" ammonium acetate. The spectrograms were
obtained with an electrospray-ionization (ESI) ion-trap
(IT) mass spectrometer (MS) Esquire 4000 ESI-IT (Bru-
ker Daltonics, Inc., MA, USA). Synthetic c-di-GMP and
samples were loaded directly into the ESI-IT-MS. The flux
was 25 yl min~'. The nebulization was performed at
300°C, 100 psi and 5 1 min~", Samples were analysed in
negative-ion detection mode. Based on (i} the m/z 689
[M-H]- of the molecular ion and (ii) m/z signals 344 and
538 obtained by MS/MS fragmentation pattern of the
molecular jon, synthetic c-di-GMP was used as a refer-
ence to identify c-di-GMP in the nucleotidic extracts
obtained from the cells. To quantify c-di-GMP levels in
nucleotide extracts from At ferrooxidans, samples were
analysed by HPLC (Agilent 1100, Agilent Technologies)
coupled to mass spectrometry. A CI8 column
(150 x 1-0 mm; 4 ym and 90 A) (Jupiter-Proteo, Phe-
nomenex Inc., CA, USA) was directly connected to the
MS. HPLC separations were performed with a
10 mmol 17 tributylamine, 15 mmol I"! acetic acid and
3% methanol solution and a methanol gradient.

© 2011 The Authors
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All four At. ferrooxidans proteins with GGDEF/EAL
domains have a DGC activity in E. coli

RT-PCR measurements revealed that AFE0053, AFE1360,
AFE1373 and AFE1379 were transcribed (not shown).
Thus, all genes encoding for both GGDEF/EAL domains
were cloned and overexpressed in E. coli, and the four
recombinant strains were tested for the cellulose-produc-
tion phenotype, which is related to the intracellular levels
of ¢-di-GMP, c-di-GMP synthesis and PDE activity.

On agar plates supplemented with CR, E. coli strains
transformed with a plasmid harbouring a gene encoding
for a DGC enzyme developed colonies with a characteris-
tic red colour because of the binding of CR to cellulose
(Spiers et al. 2003; Lee et al. 2007). Under our experi-
mental conditions, no change was observed in the recom-
binant strain harbouring At. ferrooxidans AFE0053 gene
compared with the negative control (pET-21b) (Fig. la).
However, the levels of CR-binding after IPTG induction
increased 2-fold in strains harbouring At. ferrooxidans
ORFs AFE1360 and AFE1373 (Fig. la), strongly suggesting
that both genes code for DGC enzymes. As cloning of
AFE1379 gene into pET-21b failed, it was cloned into the
overexpression vector pBADTOPO and transformed into
the E. coli TOP10 strain. To compare the result obtained
from the pBADTOPO:AFE1379 construction with the
previous results, genes AFE0053 and AFE1360 were also
cloned in this overexpression vector. Results obtained
with the pBADTOPO:AFE0053 and pBADTO-
PO::AFE1360 constructs (Fig. 1b) were similar to those
previously seen when using pET21b (Fig. la). On the
other hand, the strain harbouring the plasmid pBADTO-
PO::AFE1379 gave no differences compared with the con-
trol (Fig. 1b). C-di-GMP levels strongly increased in the
four recombinant strains compared with those of control
strains (Table 2; Fig. 54). These results strongly suggest
that AFE0053, AFE1360, AFE1373 and AFE1379 code for
active DGC proteins with different functional specificities
resulting on CR-binding differences.

Apparent role of c-di-GMP pathway in the regulation of
biofilm formation in At. ferrooxidans

C-di-GMP levels were determined in plancktonic and
attached sulfur-grown bacterial subpopulations present in
the same culture (Fig. 2a) and in At. ferrooxidans cells
grown in different substrates (Fig. 2b). C-di-GMP levels
increased 11-fold in cells conforming a biofilm on sulfur
prills (568 + 1993 ng c¢-di-GMP per mg protein)
compared with those of planktonic cells (56-4 + 20-1 ng
¢-di-GMP per mg protein) harvested from the same cul-
ture (Fig. 2a). In agreement with this result, c-di-GMP
levels were higher also (from 25- to 190-fold) in attached
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Figure 1 Phenotypic characterization of Escherichia coli BL21 (DE3)
strain overexpressing genes coding proteins with GGDEF/EAL domains
from Acidithiobacillus ferrooxidans. (a) Quantification of Congo red
(CR)-binding to different E. coli BL21(DE3) strains expressing the genes
coding for diguanylate cyclases (DGC)/ phosphodiesterase (PDE).
White bars (without IPTG), black bars (with IPTG). (b) Quantitative
analysis of CR-binding to E. coli TOP10 strains expressing At. ferrooxi-
dans proteins with DGC/PDE domains cloned in pBADTOPO vector
and induced by arabinose. As negative control pBADTOPO without
insert was used.

Table 2 Relative quantities of m/z 344 signal evaluated by MS/MS
analysis of nucleotide extracts from induced Escherichia coli strains
transformed with Acidithiobacillus ferrooxidans genes cloned in
expression vectors pET-21b or pBADTOPO

C-di-GMP

relative quantity
pET21b/BL21+ | 1
AFEQ053::pET21b/BL21+ | 50
AFE1360::pET21b/BL21+ | 12
AFE1373::pET21b/BL21+ | 45
pBADTOPO/TOP10+ A 1 (ND)
AFE1379::pBADTOPO/TOP10+ A >145

I, IPTG; A, arabinose; ND, not detected.

cells grown on solid substrates than in plancktonic cells
grown on soluble substrate such as iron sulphate
(Fig. 2b). These results strongly suggest that the c-di-
GMP pathway is involved in biofilm formation in At
ferrooxidans.

© 2011 The Authors
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Figure 2 Analysis of c-di-GMP levels in Acidithiobacillus ferrooxidans
by HPLC coupled to mass spectrometry. (a) At. ferrooxidans cells
grown on sulfur (prills) medium. (b} At. ferrooxidans cells grown with
different energy substrates. ®Solid substrate, "Soluble substrate. Only
attached cells were analysed when solid substrates were used. “Rela-
tive fold numbers are related to the basal level obtained in iron sulfate
soluble substrate.

Discussion

Development of prokaryotic biofilms on mineral surfaces
can contribute to enhanced leaching activities. This could
be advantageous in biomining operations, but it is
strongly negative for the environment in case of acid
mine drainage generation (AMD). Therefore, studies to
define new strategies to control biofilm formation are
highly relevant (Farah etal. 2005; Ruiz et al. 2008).
Except for our preliminary reports (Ruiz et al. 2007; Cas-
tro et al. 2009), no data were available for the c-di-GMP
pathway in acidophilic leaching bacteria until now.

With only five ORFs involved in c-di-GMP metabo-
lism, At. ferrooxidans genome, this signalling pathway in
this bacterium has a lower complexity than that in several
other bacterial species (Romling et al. 2005; Simm et al.
2007). In addition, as the four At. ferrooxidans proteins
with GGDEF/EAL domains were able to synthesize c-di-
GMP in E. coli recombinant strains (Fig. $4) and no
change in PDE activity was detected (not shown), the
PDE activity in At. ferrooxidans could be exclusively gen-
erated by the protein containing a single EAL domain
(AFE1852).

© 2011 The Authors
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The increased levels of c-di-GMP in cells adhered to
solid energetic substrates compared with those in plank-
tonic cells clearly indicate a role for the c-di-GMP path-
way in biofilm formation by At. ferrooxidans. This is in
agreement with previous results that by transcriptomic
analysis revealed that proteins with GGDEF/EAL domains
are preferentially expressed in the biofilm state of another
Gram-negative iron-oxidizing bacteria (Leptospirillum
spp.) living together with At. ferrooxidans in streamers
(macroscopic biofilms) (Moreno-Paz et al. 2010). On the
other hand, previous reports concluded that QS is also
involved in regulation of biofilm formation by At. ferro-
oxidans (Farah et al. 2005; Rivas et al. 2005; Ruiz et al.
2008). All these results suggest that as it occurs in other
Gram-negative bacteria (Ueda and Wood 2009), the QS
system and the c-di-GMP pathway should be connected
allowing At. ferrooxidans to switch from planktonic to
biofilm lifestyle based on the integration of both environ-
mental signals and cell density.

Twitching motility mediated by type IV pili and flagel-
lar motility are regulated by proteins with the PilZ
domain. In addition, twitching motility is required for
the development of a biofilm structure (Kazmierczak
et al. 2006; Guzzo et al. 2009; Paul et al. 2010). Results
reported here allowed the identification of two putative
c-di-GMP effector proteins with a PilZ domain. As
conserved fla and che genes coding for flagella and che-
motaxis functions respectively have not been identified in
the genome of At. ferrooxidans (Valdes et al. 2008), c-di-
GMP signalling pathway in this bacteria may be involved
only in the regulation of twitching motility, controlling
biofilm formation and mineral colonization.

Finally, this is the first global study on the c-di-GMP
pathway in an acidophilic bacterium of great interest for
the biomining industry. It opens a new way to explore
molecular adaptation mechanisms in biomining micro-
organisms, especially on the regulation of the way of life
of At. ferrooxidans in a biofilm state.
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was produced with ESPript (Gouet et al. 1999).

Figure $3 Production of c-di-GMP by Acidithiobacillus
ferrooxidans cells grown in thiosulfate. (A) Synthetic ¢-di-
GMP spectrograms. M$S spectrogram shows a strong sig-
nal, 689 m/z ([M-H]-} (black diamond) that is equivalent
10 690 g mol™' of nominal mass. The 689 m/z signal was
fragmented, and several specific signals (V) were obtained
out of which 344 m/z and 538 m/z were the strongest.
(B) Spectrograms of nucleotides extracted from At. ferro-
oxidans, The second MS-step allowed the identification of
the specific c-di-GMP fragments m/z 344 (343,9) and
m/z 538.

Figure 84 HPLC-MS/MS analysis of nucleotidic
extracts from Escherichia coli strains overexpressing Acidi-
thiobacillus ferrooxidans GGDEF/EAL proteins. Higher
levels of the specific fragments 344 m/z and 538 m/z (V)
were identified in all recombinant strains (C-E, G) com-
pared with those in the controls (A, B and E).
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microorganisms. In addition, RT-PCR studies revealed that some pilZ genes from A. ferrooxidans
and 4. caldus are expressed.

Conclusions

According to our results, c¢-di-GMP molecules and the molecular elements involved in its
metabolism and the signal transduction are present in different bacterial members of biomining
consortia. Therefore, we strongly suggest that A. ferrooxidans, A. caldus and A. thiooxidans pessess
a functional ¢-di-GMP pathway. This should be involved in the regulation of the transition between
planktonic and biofilm lifestyles, as it occurs in many bacteria. Thus, our work opens a new way to
explore the molecular mechanisms involved in the regulation of biofilm formation in biomining
bacteria.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Available online 24 June 2008 Biofilm development plays a pivotal role in the bioleaching process. Quorum sensing (QS) is recognized as
one of the main regulatory ways of extracellular polymeric substances (EPS) production and biofilm
formation in bacteria. Previous works revealed that Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 strain
possesses a functional QS type Al-1 system. However, there is neither available data concerning the presence
of a QS system in other A. ferrooxidans strains nor any other biomining bacterial species. Thus, in this work,
different strains of A. ferrooxidans (ATCC 19859, ATCC 1927, ATCC 33020, DSMZ 583, DSMZ 9464), Aci-
dithiobacillus thicoxidans (DSMZ 504, DSMZ 9463, DSMZ 11478) and Leptospirillum ferrooxidans (DSMZ 2391,
DSMZ 2705) were screened for their ability to produce QS-signaling molecules [acyl-homoserine lactone
(AHLs)). Thin-layer chromatography (TLC) analysis revealed that all the A. ferrooxidans and A. thiooxidans
strains produced AHL-signaling molecules while both tested L. ferrooxidans strains did not. Nevertheless, by
using bioinformatic tools to screen the genome sequence of a Leptospirillum sp. type lll belonging to an AMD
biofilm, a QS type Al-1 locus in which the structural organization is different from that of A. ferreoxidans has
been identified. The effect of synthetic AHLs and AHL-analogues on attachment of A, ferrooxidans ATCC 23270
to pyrite was analyzed, Interestingly, preliminary results suggested that some of these molecules change the
rate and extent of bacterial attachment to pyrite, The production of AHLs by A. ferrooxidans and A. thicoxidans
strains, the identification of a QS type Al-1 locus in Leptospirillum sp. type 11l and the impact of AHLs and AHL-
analogues on the pyrite adhesion of A, ferrooxidans cells open new perspectives for the (bio)mining industry
to eventually improve bioleaching process and control the acid mine drainage (AMD) contamination,

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

The attachment and adhesion of acidophilic bacteria to the sulfidic
energy source and the subsequent biofilm formation are prerequisites
for mineral dissolution in natural environments and industrial opera-
tions. Therefore, a thorough understanding of the molecular mechan-
isms involved in the control and regulation of biofilm formation would
be of great importance to control the bioleaching process from the
biomining industry and the acid mine drainage (AMD) damages.

Biofilm formation is a complex process that can be regulated at
different levels through diverse mechanisms. The most studied
mechanism that controls biofilm development is quorum sensing
(QS) signaling (Waters and Bassler, 2005). QS is a cell-to-cell signaling
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system that functions by means of diffusible autoinducer (Al) signal
molecules that allow the regulation of cellular processes in a manner
that depends on the density of the microbial population,

Recently, a functional QS system type Al-1 involving two divergent
genes afel and afeR has been identified in the acidophilic bacterium
Acidithiobacillus ferrooxidans (Farah et al, 2005; Rivas et al, 2005).
Overexpression of the protein Afel in Escherichia coli and the
characterization of associated synthesis of AHLs demonstrated that
Afel is an AHL synthase (Farah et al., 2005). A. ferrooxidans produces
AHLs with acyl chains whose length oscillates between 8 and 16 carbons
and presents substitutions of the type oxo- and hydroxyl- in C-3 (3-
hydroxy-C8-AHL, 3-hydroxy-C10-AHL, C12-AHL, 3-oxo-C12-AHL, 3-
hydroxy-C12-AHL, C14-AHL, 3-0x0-C14-AHL, 3-hydroxy-C14-AHL, and
3-hydroxy-C16-AHL). The AHL hydroxy substitution was independent of
the nature of the culture medium whereas the keto substitution was
displayed only in cells grown on sulfur and thiosulfate. Besides, the
transcription of afel gene is higher in sulfur- and thiosulfate-grown cells
with respect to iron-grown cells and appears to be related to phosphate
metabolism (Farah et al., 2005), Based on this experimental background,




Provided for non-commercial research and education use.
Not for reproduction, distribution or commercial use.

hydrometallurgy

This article appeared in a journal published by Elsevier. The attached

copy is furnished to the author for internal non-commercial research

and education use, including for instruction at the authors institution
and sharing with colleagues.

Other uses, including reproduction and distribution, or selling or
licensing copies, or posting to personal, institutional or third party
websites are prohibited.

In most cases authors are permitied to post their version of the
article (e.g. in Word or Tex form) to their personal website or
institutional repository. Authors requiring further information

regarding Elsevier’s archiving and manuscript policies are
encouraged to visit:

hitp://www.elsevier.com/copyright




134 LM. Ruiz et al. / Hydrometallurgy 94 {2008) 133-137

different authors suggested that the QS system type Al-1 could regulate
biofilm formation in A. ferrooxidans (Farah et al., 2005; Rivas et al,, 2005;
Valenzuela et al,, 2006; Valenzuela et al., 2007).

This work attempts to examine if the quorum sensing type Al-1
system identified in A. ferrooxidans ATCC 23270 is a widespread
phenomenon in A. ferrooxidans species and other biomining bacteria.
Knowledge of the molecular mechanisms that regulate biofilm
formation in biomining bacteria such as A. ferrooxidans is limited.
Therefore, the involvement of the AHL-signaling molecules in the
attachment of the type strain A. ferrooxidans ATCC 23270 to mineral
surfaces was examined. Since marker exchange mutagenesis for the
construction of QS mutants in A. ferrooxidans is still very difficult to
carry out, we decided to use different synthetic AHLs and AHL-
analogues that have been evaluated as potential inhibitors and/or
activators of QS in other microorganisms (Castang et al., 2004; Geske
et al,, 2005; Frezza et al., 2006).

2. Materials and methods
2.1. Bacteria

The following strains of biomining bacteria obtained from culture
collections were used: (i) six strains of A. ferrooxidans ATCC 23270
type strain, ATCC 19859, ATCC 1927, ATCC 33020, DSMZ 583, DSMZ
9464; (ii) three strains of Acidithiobacillus thiooxidans DSMZ 504,
DSMZ 9463, DSMZ 11478; two strains of Leptospirillum ferrooxidans
DSMZ 2391, DSMZ 2705.

2.2. Growth media and culture conditions

A. ferrooxidans strains were grown in ferrous iron-containing mo-
dified 9K medium at pH 1.5 as described previously, and growth on
elemental sulfur was done at pH 2.5 with 5% (wt/v) sulfur prills (Amaro
et al., 1991). Growth of A. ferrooxidans strains in thiosulfate was done at
pH 4.6 in DSMZ medium 71 containing 20 mM thiosulfate as described
before (Ramirez et al., 2004). A. thiooxidans and L. ferrooxidans strains
were grown on their corresponding DSMZ medium.

2.3. Southern analysis

Genomic DNAs were obtained by using the Wizard Genomic DNA
Purification Kit for Gram-negative bacteria, as described by Promega.
5 pg of purified genomic DNA was digested by EcoRl and Hindlll
restriction enzymes (New England Biolabs) at 37 °C during 4 h. After
separation of the restriction enzyme-digested DNA fragments by
electrophoresis, they were denatured and transferred to a positively
charged nylon membrane (Immobilon-NY+; Millipore) by the semi-
dry capillary method (Sambrook and Russel, 1989). 3P labelled-afel
probe was obtained by using the NEBlot kit (New England Biolabs)
according to the manufacturer’s recommendations. Prehybridizations
and hybridizations were accomplished as described by Sambrook and
Russel (1989). **P-signal detection was carried out by using the
Phospholmager (Molecular Imager FX; Biorad).

2.4, AHL-signaling molecules determination

Extracts for analytical thin-layer chromatography (TLC) and LC-MS-
MS were prepared from 600-ml cultures. Bacteria were removed by
centrifugation and the supernatant was extracted twice with equal
volumes of dichloromethane (DCM) as described previously (Farah et al.,
2005). Extracts were then dried over anhydrous magnesium sulfate,
filtered, and evaporated to dryness.

For TLC plate analysis, dried samples were dissolved in 30-60 p of
HPLC-grade ethyl acetate. Samples (20-40 pl) were spotted onto Cyg
reversed-phase TLC plates (Merck) along with a set of standards and
developed with methanol/water (60:40; vol/vol). After development,

the TLC plates were air-dried and AHL-signaling molecules were
detected by using as a bioreporter Agrobacterium tumefaciens NTL4
(PZLR4) as described previously (Shaw et al., 1997). Briefly, 250  of an
overnight culture of A. tumefaciens NTL4(pZLR4) AHL reporter strain
grown in 25-ml LB medium with gentamicin 25 pg/ml was inoculated
in AB minimal glucose medium (ABm) and grown during 8 h at 30 °C
with shaking. The culture was then mixed with an equal volume of
1.5% TOP agar containing 80 pg/ml 5-bromo-4chloro-3-indolyl-3-p-
galactopyranoside (X-gal), and the preparation was spread over the
surface of developed TLC plates. Overlaid TLC plates were incubated
overnight at 30 °C in a closed plastic container. Production of AHL is
visualized by the development of a blue color.

For LC-MS-MS analysis, residues were dissolved in 0.5 ml of HPLC-
grade acetonitrile and analyzed by using reverse-phase liquid
chromatography coupled with positive-ion electrospray ionization
and ion trap mass spectrometry (LC-MS-MS) (Morin et al., 2003). In
the case of 3-hydroxy-AHLs, their identification was done by
comparison with synthetic 3-hydroxy-AHLs based on three criteria:
MS-MS fragmentation product ions ([M+H-H;0]" and m/z 102), their
relative intensities and HPLC retention times.

2.5. Attachment assay

This assay was carried out only with the type strain of A. ferrooxidans,
ATCC 23270. It is based on the reduction of the number of planktonic
cells in the solution due to the attachment of the bacteria to a mineral
sulfide substratum (Gehrke et al,, 1998; Harneitet al., 2006). Pyrite (FeS,)
(Suior mine in Baia Mare, Romania) was the substratum used for the
attachment assay. Ground FeS, was wet sieved to a grain size of 50-
100 pm (Test sieves, Retsch, Germany). To remove ferric iron, the FeS,
was boiled in 6 N HCl with stirring for 1 h. Then, the HCl was removed by
washing extensively with distilled H,0. Next, sulfur compounds were
extracted from the FeS, by washing twice with acetone. Finally, FeS,
aliquots were put under vacuum and gassed with nitrogen and sterilized
at 115 °C for 48 h (Schippers and Sand, 1999). For the attachment assay,
5x 107 cells were incubated with 20% (wj/v) FeS; in a final volume of 50-
ml mineral salt solution in 100-ml Erenmeyer flask. A. ferrooxidans
ATCC 23270 grown in FeSO4 medium was harvested in the late
exponential growth phase. Harvesting was performed by cross flow
filtration (Hemoflow F60S, Fresenius, Germany) or centrifugation for
20 min at 6000 xg, at 10 °Cand the cells thus obtained were resuspended
in 50 ml of mineral salts solution. Then, cell concentration was
determined using a Thoma counting chamber (depth 0.02 mm, smallest
square area 0.0025 mm?). Subsequently, cell concentration was adjusted
at 1108 cells per ml. Next, this cell suspension was distributed among
100-ml Erlenmeyer flasks. Bacteria harvested by centrifugation were
supplemented with 0.2 g of ferric iron I”" and kept overnight at 17 °C to
regenerate their EPS. Afterwards, AHLs or AHL-analogues were added
and the mix was incubated for 1 hat 30 °C, at 180 rpm. Subsequently, 10 g
of FeS; was added to each Erlenmeyer flask containing the assay mixture
and agitated on a benchtop shaker (Type TR, Infors HT, Switzerland) at
120 rpm and room temperature for 8 h, Samples (1 ml) of the culture
supernatant were taken at specific time intervals and the cell
concentration was determined using a Thoma counting chamber. Cell
counting was done with a light microscope (Zeiss) in phase contrast
mode with 400-fold magnification.

3. Results
3.1. Quorum sensing type Al-1 system and biomining bacteria

In previous experiments, we reported that A. ferrooxidans type
strain possesses a functional QS type Al-1 system and is able to
produce nine different kinds of AHL-signaling molecules (Farah et al.,
2005). To examine if the QS type Al-1 system is a widespread
phenomenon in biomining bacteria, we analyzed if other strains of A.
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Fig. 1. Thin-layer chromatograms of the AHL-signaling molecules purified from spent
culture supernatant of A. thiooxidans strains DSMZ 504 (1), DSMZ 9463 (2) DSMZ 11478
(3). Detected molecules are indicated by arrows and respective Rf values are noted. SSA,
Standard of synthetic AHLs composed of C4-AHL, C6-AHL and C8-AHL. The direction of
solvent migration is marked with a vertical arrow,

ferrooxidans and other members of the biomining community, such as
A. thiooxidans and L. ferrooxidans, are capable of producing AHL-
signaling molecules. Dichloromethane extracts of spent culture
supernatants were subjected to C,g reversed-phase TLC and tested
for their ability to activate the A. tumefaciens reporter strain, as
described in Materials and methods. This experiment revealed that all
the tested A. ferrooxidans and A. thiooxidans strains produce AHL-
signaling molecules while no reporter activity was detected in the L.
ferrooxidans extracts suggesting that DSMZ 2391 and DSMZ 2705
strains of this bacterial species which belongs to Leptospirillum sp.
type I, do not produce detectable amount of AHL-signaling molecules.
However, a bioinformatic analysis of the complete and partial genome
sequences of microorganisms present in an AMD biofilm (Tyson et al.,
2004) allowed us to identify a QS type Al-1 locus for Leptospirillum sp.
type llI, as previously reported (Valenzuela et al., 2007). This locus is
composed of two convergent genes, IttR and [tt] (for Leptospirillum sp.
type three), which code for putative proteins that are 50% and 59%
similar to R and | proteins from Geobacter uraniumreducens Rf4. A
third ORF was identified in the IttIR intergenic region and it coded for a
protein with 42% similarity to a transposase from Bacillus halodurans
C-125.

The identified AHL-signaling molecules obtained for the three
A. thiooxidans strains are shown in Fig. 1. The characteristic tailing
spot (Shaw et al., 1997) and the estimated Rf values allowed us to
determine that all the A. thiooxidans strains synthesize 3-oxo0-C8-
AHL (Fig. 1, lanes 1-3). Moreover, the DSMZ 11478 strain also
produced 3-oxo-C6-AHL (Fig. 1, lane 3). As the same relative
supernatant quantities were spotted onto the TLC plates, in our
experimental conditions, the strain DSMZ 11478 appeared to
overproduce oxo-C6-AHL and oxo-C8-AHL compared with the

Time (hours)

0 v T T T T T ]
0 1 2 3 4 5 6 7
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Fig. 3. Effects of an AHL mixture and an AHL-analogue on the attachment of A.
ferrooxidans to pyrite, A) AHL mixture (['1) composed of hydroxyl-AHLs (€10, C12, C14,
C16) and oxo-AHLs (C10, C12, C14, C16); B) AHL-analogue, 4-phenyl-3-oxo-HSL (O); (#),
control without AHLs. Each result represents an average of six experiments. The bars
show the standard deviation values.

other two strains. Since no A. thiooxidans genome sequence is
currently available in the data base, it is actually impossible to
know what kind of AHLs synthase family(ies) is(are) in charge of
the production of oxo-C6-AHL and oxo-C8-AHL.

Regarding A. ferrooxidans strains, additional studies were performed to
characterize more precisely the AHL-signaling molecules of the different
strains. Besides, we compared the genomic organization of QS loci from
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Fig. 2. Structures of AHLs (A) and AHL-analogues (B) used in this work.
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three geographically and phylogenetically different A. ferrooxidans strains.
LC-MS-MS revealed that all the A, ferrooxidans strains produced hydroxy-
AHLs with an acyl-chain length ranging from C8 to C16 and in addition,
strains ATCC 19859 and DSMZ 583 also synthesized C12-AHL and C14-AHL
(data not shown). On the other hand, by using an afel labelled-probe,
Southern blot analysis of genomic DNA digested by EcoRl and BamHI
restriction enzymes revealed that the afel gene encoding for an AHL
synthase was present in strains ATCC 19859, ATCC 33020 and DSMZ 9464
(data not shown). Therefore, in these strains Afel protein should be also
responsible for the synthesis of some AHL molecules. However, as in the
case in the A. ferrooxidans type strain, the presence of an AHL synthase
belonging to the HdtS family cannot be excluded (Farah et al., 2005; Rivas
et al, 2007). Despite being isolated from different continents and in
different kinds of mines and having different positions in an A. ferrooxidans
phylogenetic tree (Karavaiko et al,, 2003), the size similarities between the
different EcoRl (1.3 kb) and Hindlll (12 kb) positive restriction fragments
revealed that the QS locus genomic organization of the A. ferrooxidans
strains DSMZ 9464, ATCC 19859 and ATCC 33020 is similar to the type
strain. These strongly suggest that the QS Type Al-1 locus was a
widespread and conserved phenomenon in A. ferrooxidans species.

3.2, Quorum sensing type Al-1 system and mineral attachment

As the QS type Al-1 system appears to be a widespread
phenomenon in A. ferrooxidans species and, at least, 7 of nine AHLs
identified in the A. ferrooxidans type strain were characterized in other
A. ferrooxidans collection strains (this work), all the attachment
experiments were performed with the A. ferrooxidans type strain. To
study the role of QS type Al-1 system in cell attachment to a mineral,
we assessed the effects of synthetic AHL and AHL-analogues shown in
Fig. 2. A. ferrooxidans cells were harvested by centrifugation, a
condition in which a partial loss of EPS is induced. For the
replenishment of their EPS, cells were left overnight in a mineral
salt solution supplemented with ferric iron. In this way, a homo-
geneous bacterial population was obtained, allowing us to observe
clearly the possible effects of AHLs and AHL-analogues.

Indeed, an AHL mixture, composed by hydroxyl-AHLs (C10, C12,
C14, C16) and oxo-AHLs (C10, C12, C14, C16), inhibited cell attachment
to pyrite by 42% (Fig. 3A). Six hours after the incubation with the AHL
mixture, only 30% (30.4+7.6) of the bacterial population was attached
compared with 52% (52.2 £ 10.1) of attachment for the control bacterial
population (not treated) (Fig. 3A). Similar attachment values (50%)
were reported for the strain A. ferrooxidans 23270 (Barreto et al.,
2005). However, the rate and extent of attachment of A. ferrooxidans to
pyrite vary depending on the strain (Ghauri et al., 2007) as well as
with the batch of pyrite used (unpublished results). So far, we
evaluated individually two molecules of the mixture: hydroxy-C16-
AHL and the Oxo-C16-AHL; in our experimental conditions, none of
these two compounds affected the attachment.

In addition, we analyzed several AHL-analogues. After 6 h of
induction, a preliminary result revealed that the 4-phenyl-3-oxo-HSL
derivative produced a decrease on the attachment level (22%; from
52.2+10.1 to 40.7£10.8) (Fig. 3B) while some of the AHL-analogues
evaluated induced an increase on the attachment levels (Table 1).
Variations in control data with the previous experiment (Fig. 3) were
due to the use of different pyrite batches.

Table 1
Effect of different AHL-analogues on attachment of A, ferrooxidans ATCC 23270 to pyrite

AHL-analogues Attachment (%)
Control without AHL-analogues 394110,
3-sulfonylamid-C8-AHL 471+ 1
4-bromo-3-(bromomethylene)-furanone 499235
p-bromo-3-phenyl-HSL 55.449.7

r— — —

4, Discussion

Multiple microorganisms coexist in the environment as commu-
nities, competing for or sharing resources and often associated as
biofilms. Cell-cell communication through AHL-signaling between
different bacterial species inside a mixed biofilm has been reported
(Riedel et al., 2001). On the other hand, different works revealed that
mixed cultures composed by A. ferrooxidans, A. thiooxidans and L
ferrooxidans increase the yield of pyrite oxidation and, on the other
hand, that EPS plays a pivotal role in this bioleaching process
(Schippers and Sand, 1999; Gehrke et al., 2001; Harneit et al., 2006:
Sand and Gehrke, 2006; Akcil et al., 2007). In many Gram-negative
bacteria, EPS production and biofilm formation are regulated by QS
type Al-1 (Lynch et al., 2002; Marketon et al., 2003).

Two relevant questions can be addressed for the bioleaching
process: i) Does cell-cell communication occur in a mixed biofilm
composed by A. ferrooxidans, A. thicoxidans and L. ferrooxidans? ii) Are
the AHL-signaling molecules involved in the efficiency of mineral
colonization by bacterial cells?

To answer the first question, the production of AHL-signaling
molecules by different A. ferrooxidans, A. thiooxidans and L. ferroox-
idans strains was analyzed. The results obtained revealed that all
tested A. ferrooxidans and A. thiooxidans strains produce AHL-signaling
molecules while both L. ferrooxidans strains do not. However, the
presence of minor amounts of AHL-signaling molecules cannot be
ruled out. On the other hand, it may be possible that even though L.
ferrooxidans does not synthesize its own AHLs, it could detect
exogenous AHLs synthesized by other microbial species belonging to
its ecological niche through the expression of a sdiA-like gene, as is the
case for Escherichia and Salmonella spp. (Michael et al, 2001). In
Escherichia and Salmonella spp., the SdiA protein responds with the
highest sensitivity to AHLs that have a keto modification at the third
carbon and an acyl-chain length of 6 or 8 (Michael et al., 2001).
Therefore, if a SdiA-like protein was present in L. ferrooxidans strains,
these microorganisms could detect, at least, oxo-C6-AHLs and oxo-C8-
AHLs produced by A. thiooxidans. All these data allowed us to
hypothesize that an AHL communication could be effective inside
bioleaching planktonic and/or biofilm communities. This cell-cell
communication could certainly occur between i) different A. ferroox-
idans strains, ii) different A. thiooxidans strains, and iii) A. ferrooxidans
and A. thiooxidans strains. In addition, to date it appears that L.
ferrooxidans cannot talk through AHL-signaling molecules but there is
no data to avoid thinking that it could hear the A. ferrooxidans/A.
thiooxidans conversation,

The understanding of the molecular mechanisms involved in
bacterial-mineral attachment and biofilm formation could be relevant
to design biclogical strategies to improve bioleaching timing and
efficiency. Thus, to address the second question, we tested the effect of
AHL-analogues on the attachment of A. ferrooxidans cells to pyrite. Our
preliminary results showed a small but significant tendency of the AHL
mixture to inhibit attachment of A. ferrooxidans to pyrite. However,
these tendencies are preliminary results and further experiments will
be required to identify which molecules and at what specific
concentrations they affect adherence of this bacterium to pyrite. In
addition, some AHL-analogues increased attachment of A. ferrooxidans
to pyrite whereas others inhibited its attachment. The present data
suggest that the AHL-signaling molecules and probably AfeR protein
from A. ferrooxidans - therefore the QS type Al-1 system - may be
involved in its attachment to pyrite.

In conclusion, these results strongly suggest that QS interferences
could be an appropriate strategy to improve or to prevent the pyrite
(mineral) colonization by pure and/or mixed cultures and therefore to
affect the timing and efficiency of the bioleaching process. Therefore, cost
analysis and studies with different strains and with bacterial commu-
nities composed by A. ferrooxidans, A. thiooxidans and L. ferrooxidans will
be of great importance.
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