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RESUMEN

Acidithiobacillus ferrooxidans es una bacteria quimiolitoautotréfica que obtiene su
energia a partir de la oxidacién del ién ferroso, azufre elemental y sulfuros metélicos,
por lo que es ampliamente usada en biomineria. Han sido varios los intentos por mejorar
su capacidad biolixiviante pero no existe un sistema genético eficiente que permita la
introduccién de ADN en esta bacteria. Los microorganismos utilizan, entre otros
sistemas, el sistema de secrecion tipo IV (SSIV), para el transporte de proteinas y de
4cidos nucleicos a través de la membrana celular bacteriana. Mediante espectrometria de
masas de los extractos proteicos totales de células de 4. ferrooxidans crecidas en azufte,
se identificaron en nuestro laboratorio cuatro proteinas que presentaren alta similitud
con las proteinas del SSIV de Agrobacterium tumefaciens. Estos resultados nos permiten
sugerir la posible existencia de un SSIV en 4. ferrooxidans, el cual seria un hallazgo
importante debido a que este sistema participa en diferentes eventos celulares:
conjugacién, competencia y transporte de proteinas efectoras. En esta tesis, se estudi6 el
contexto genético y la expresion de los genes del posible SSIV en 4. ferrooxidans y se
evalud la funcionalidad del SSIV en un sistema heterélogo. Para esto, se analizaron in
silico los genes que conforman el posible SSIV de dos cepas de 4. ferrooxidans, ATCC
23270 y ATCC 53993, y se evalu6 la expresion diferencial de éstos en diferentes medios

de cultivo por medio de macroarreglos de ADN en la cepa 4. ferrooxidans ATCC
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23270. Finalmente, se analizé la posible funcionalidad de este sistema evaluando la
capacidad de la proteina VirB1 de 4. ferrooxidans ATCC 23270 de complementar
funcionalmente un SSIV heterlogo en una cepa mutante de A. fumefaciens carente de la
liticasa VitB1 y la actividad relaxasa de la proteina VirD2 mediante ensayos de
relajaci6n del plasmido in vitro y EMSA. Los resuitados demuestran que las cepas de 4.
ferrooxidans ATCC 23270 y ATCC 53993 poseen genes homologos a los SSIV VirB y
Trb de 4. tumefaciens, que podrian codificar proteinas esenciales para la formaci6n de
una maquinaria de secrecion tipo IV y, de acuerdo a los analisis filogenéticos, éstos
pertenecen al grupo de SSIV que participan en eventos de conjugacion. También, se
encontré que la expresion de los genes del SSIV de 4. ferrooxidans ATCC 23270 es
mayor cuando la bacteria crece en azufie elemental que cuando crece en ion ferroso. Los
andlisis de funcionalidad demostraron que la proteina VirB1 de 4. ferrooxidans ATCC
23270 reestablece en 57 % la capacidad de formaci6n del tumor e incrementa hasta en
87 % la capacidad de transferir plasmidos de la familia IncQ en una cepa mutante de 4.
tumefaciens PC1001. Finalmente, el gen virD2 de 4. ferrooxidans ATCC 23270 codificé
una proteina con un dominio relaxasa, que tuvo la capacidad de formar complejos con
diferentes secuencias oriT de A. ferrooxidans (ADNss y ADNds) y de relajar plasmidos
que contienen dichas secuencias oriT" en presencia de 15 mM Mg*2. La identificacién y
caracterizacién de un SSIV funcional en 4. ferrooxidans ayudara a comprender no s6lo
algunos procesos fisiologicos de la bacteria sino que permitiria, més adelante, conocer

mejor la transferencia conjugativa de ADN en este microorganismo.
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ABSTRACT

Acidithiobacillus ferrooxidans is a chemolithoautothropic bacterium that obtains its
energy from the oxidation of ferrous iron, elemental sulfur and metal sulfides; therefore,
it is widely used in biomining. There have been several attempts to improve their
bioleaching ability, but no efficient genetic system has allowed the introduction of DNA
into these bacteria yet. Type IV secretion system (TIVSS) is used by some bacteria for
the transport of proteins and nucleic acids through the bacterial cell membrane, By
means of mass spectrometry analysis of total protein extracts from A. ferrooxidans cells
grown in sulfur, we identified four proteins that showed high similarity to proteins of
Agrobacterium tumefaciens TIVSS. Therefore, we suggest the presence of a TIVSS in 4.
ferrooxidans, which would be an important finding since this system is involved in
various cellular events: conjugation system, DNA uptake or release and effector protein
translocation. In this thesis, we studied the genetic background and expression of the
putative TIVSS genes in A. ferrooxidans and evaluated the TIVSS functionality in a
heterologous system. Genes were analyzed in silico in 4. ferrooxidans ATCC 23270 and
ATCC 53993 strains, and the differential expression of these genes were assessed in A.
ferrooxidans ATCC 23270 strain grown in different culture media by using DNA
macroarrays. Finally, the possible functionality of this system was examined by
assessing the ability of VirB1 protein from 4. ferrooxidans ATCC 23270 to complement

one heterologous TIVSS mutant strain of A. fumefaciens lacking VirB1 Iyticase and by
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assessing VirD2 relaxase protein activities by using in vitro cleavage assays and EMSA.
Results showed that both 4. ferrooxidans ATCC 23270 and ATCC 53993 strains possess
genes that showed homology to the 4. tumefaciens virB- and trb-system genes which
could encode essential proteins for the formation of a type IV secretion machinery that
according to phylogenetic analysis, belong to the TIVSS involved in conjugation.
Putative TIVSS genes from A. ferrooxidans ATCC 23270 showed a higher expression
when bacteria grow in elemental sulfur than in ferrous ion. Functional analysis showed
that VirB1 protein from A. ferrooxidans ATCC 23270 restores the ability of tumor
formation by 57 % and increased up to 87 % the ability to transfer a plasmid of IncQ
family in a mutant strain of A. tumefaciens PC1001. Finally, 4. ferrooxidans ATCC
23270-virD2 gene coded a protein having a relaxase domain, which has the ability to
form complexes with different oriT sequences of 4. ferrooxidans and to cleave plasmid
containing these oriT sequences in the presence of 15 mM Mg". Identification and
characterization of a functional TIVSS in A. ferrooxidans, will not only help to
understand some physiological processes in this microorganism but would also allow to

better understand, in the future, the conjugal transfer of DNA in these bacteria.
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INTRODUCCION

El iransporte de macromoléculas a través de las membranas es un mecanismo
fundamental en algunos procesos fisiologicos bacterianos. Este evento se puede llevar a
cabo por una variedad de sistemas que estdn conformados por uno o varios componentes
que, de acuerdo a su funcionalidad y estructura, se denominan sistemas de secrecién tipo
I al VI (Thanassi y Hultgren, 2000; Juhas y col., 2007). De éstos, los sistemas de
secrecion tipo IV (SSIV) estan relacionados ancestralmente con el sistema de
conjugacién bacteriano y se caracterizan por facilitar el transporte de proteinas y de
dcidos nucleicos a través de la membrana celular (Christie y Vogel, 2000).

Actualmente, el SSIV se define como un grupo de sistemas dentro del cual se
pueden distinguir tres subgrupos de acuerdo a su funcién (Alvarez-Martinez y Christie,
2009; Bhatty y col., 2013; Trokter y col., 2014): el primero se denomina “sistemas de
conjugacion” que facilitan la transferencia del ADN entre las bacterias de la misma
especie y, en algunos casos, a hongos, plantas y células humanas (Lawley y col., 2003).
Este subgrupo se encuentra tanto en las bacterias Gram-negativas como en las Gram-
positivas y los mds conocidos son los sistemas Tra del plasmido F de Escherichia coli y
Trb de Agrobacterium tumefaciens. El segundo subgrupo, “sistemas de captacion y

liberacion de ADN”, funcionan de forma independiente al contacto célula-célula y estin

involucrados en el mecanismo de competencia en Campylobacter jejuni y Helicobacter




pylori (Bacon y col., 2000; Hofreuter y col., 2001). El tercer subgrupo se denomina
“sistemas transportadores de proteinas efectoras”, los cuales facilitan la transferencia de
proteinas y/o complejos de ADN-proteina a través de un contacto directo con la célula
blanco, como es el caso del sistema VirB/D4 de 4. tumefaciens (Zhu y col., 2000). Esta
variedad de funciones hace interesante estudiar los SSIV, ya que se pueden apreciar sus
participaciones en diferentes procesos fisiologicos importantes para las bacterias como
son:

a) la competencia y el intercambio de material genético, que contribuyen con la
plasticidad genética;

b) la conjugacién, importante para el esparcimiento de pldsmidos conjugativos
que confieren resistencia a antibioticos o a metales;

c) la formacién de las biopeliculas, que facilitan la colonizacién de los tejidos y
la interaccion con los minerales en los procesos de biolixiviacion y;

d) en el transporte de proteinas efectoras, importante en los mecanismos de

virnlencia.

Organizacion genética del SSIV

Aunque existe un gran nimero de SSIV que median la transferencia de ADN y/o
proteinas, ellos comparten los mismos componentes centrales y estdn evolutivamente
relacionados, al punto que se ensamblan y funcionan de una manera muy similar
(Waksman y Fronzes, 2010). Los andlisis de las secuencias de los genes de los diferentes
SSIV descritos hasta el momento, indican que muchos de ellos son similares al SSIV

VirB/D4 descrito en 4. tumefaciens, el cual ha sido uno de los SSIV mas estudiados y




caracterizados. 4. tumefaciens es una bacteria fitopatogena que causa tumores en una
amplia variedad de plantas. Esta bacteria posee dos SSIV codificados por los operones
virB y trb ambos ubicados en el pldésmido Ti y con funciones independientes. El primero
se denomina VirB/D4 y es el responsable de la transferencia del complejo ADN
tumorigénico (T-ADN)-proteina a las células vegetales. E1 T-ADN es un segmento de
200 kb de ADN de cadena sencilla que hace parte del plasmido Ti de 4. tumefaciens, el
cual, después de su transferencia, se integra en el genoma de la planta y expresa
fitohormonas que estimulan la proliferacién celular que conllevan a la formacién de
tumores en la planta (Ulker y col.,, 2008). El segundo sistema se denomina Trb y esta
organizado en dos regiones gendmicas, fra y tb, las cuales contienen todos los genes
que codifican las protefnas esenciales para los mecanismos de transferencia del plasmido
Ti. Los productos de los genes ¢ra participan en la transferencia y la replicacion del
plasmido desde el sitio 0ri7;, por medio de la formacion de un complejo proteico llamado
relaxosoma, en el que la enzima relaxasa juega un papel importante para la transferencia
del ADN. Las proteinas involucradas en el procesamiento del ADN blanco de
transferencia son conocidas como proteinas de transferencia y replicacién del ADN o
“DNA transfer and replication proteins” (Dtr). Por otro lado, los productos de los genes
trb estan involucrados en la codificacion del aparato necesario para el apareamiento o
“mating pair formation” (Mpf) requerido para la transferencia del plasmido Ti a otras
bacterias de la misma especie (Li y col., 1998; Li y col., 1999).

El sistema VirB/D4 de 4. tumefaciens esta conformado por 12 genes, los cuales
estdn estrechamente relacionados en secuencia y organizacién genémica con los genes

de otros SSIV ampliamente estudiados como: Trb de los plasmidos RP4, RSF1010 y Ti,




Ptl de Bordetella pertussis, Tra del plasmido F, Cag de H. pylori, Lvh de Legionella
pneumophila, entre otros (Fig. 1) (Li y col., 1999; Alvarez-Martinez y Christie, 2009), lo
que sugiere que los SSIV constituyen mecanismos de secrecion que poseen un ancestro
comiin y se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza. Sin embargo, la figura
1 muestra que, aunque los diferentes SSIV que se han descrito hasta el momento
comparten homologias entre si, no todos los sistemas estan conformados por los mismos
genes. Recientes analisis filogenéticos de diversos SSIV han demostrado que los genes
de estos sistemas se pueden ordenar en al menos 6 patrones diferentes, siendo el menos
comin, el patron observado en A. tumefaciens, lo que parece indicar que el
reordenamiento observado en estos genes podria estar estrechamente relacionado con
procesos evolutivos del SSIV, acorde con las necesidades fisiologicas de cada
microorganismo (Guglielmini y col, 2012). Aun asi, el sistema VirB/D4 de A.
tumefaciens es el punto de referencia para analizar los diferentes SSIV que se han

descrito en la naturaleza.
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Figura 1. Organizacion genética de algunos SSIV. Los genes que codifican proteinas
homélogas se muestran con el mismo color en cada sistema (Modificado de Christie y Vogel,

2000).




Estructura proteica de los SSIV

Recientemente, se realizé una caracterizacion estructural de un complejo proteico
formado por las protefnas VirB3 a VirB10 del plasmido R388 (Low y col,, 2014). Los
resultados revelaron una estructura de 3 MDa, 340 A de alto y 255 A de ancho. Esta
estructura, sumada a otras obtenidas en estudios cristalogréficos de esta maquinaria de
secrecion (Fronzes y col., 2009b; Chandran y col., 2009; Rivera-Calzada y col., 2013),
han demostrado que los SSIV estdn ensamblados por tres distintas subestructuras: la
proteina acopladora, el complejo proteico transmembranal y el pili conjugativo. Sin
embargo, de acuerdo a su funcién se distinguen cuatro componentes importantes: el
componente acoplador, el energético, el canal y el extracelular (Fig. 2). Para mayor
claridad, los homologos en los sistemas Trb y VirB/D4 de A. tiumefaciens se
referenciardn como Trb/VirB.

El componente acoplador es la proteina TraG/VirD4 de A. tumefaciens (Trockter
y col,, 2014) (Fig. 2). Las proteinas relacionadas con ésta, estdn presentes en los SSIV
de Gram-negativas y Gram-positivas y estdn implicadas en el reclutamiento del sustrato
(ADN, proteina o ADN-proteina) hacia la maquinaria de secrecién a través de
interacciones especificas con el sustrato que posee secuencias sefiales (Fronzes y col.,
2009a). En el caso de los sistemas relacionados con la conjugacion, la secuencia sefial
estd presente en la proteina relaxasa, que se une covalentemente al ADNSss que va a ser
transferido a una célula receptora (Zechner y col.,, 2012; Redzej y col, 2013). Sin
embargo, se han descrito SSIV carentes de este componente proteico, como es el caso de
B. pertussis, donde el mecanismo de secrecion del sustrato es llevado a cabo en dos

pasos; en el primero, el sustrato es secretado al periplasma por medio de la via secretora



general, SecYEG. v luego, pasa a la maquinaria de secrecién tipo IV para su

translocacion al exterior de la célula (Seubert y col.. 2003).

Medio extracelular

Membrana e
externa

Pared celular

Periplasma

Membrana
interna

Citoplasma e
| Componentes del pil

. Transglicosilasa

@ vy VB B componentes energéticos
vy @ 7| componentes del canal
Complejo g

DNA-proteina ' Componente acoplador

Figura 2. Estructura del sistema VirB/D4 de A. tumefaciens. Las funciones de cada proteina
se describen en el texto. Para simplificar el esquema. la mayor parte de las proteinas VirB se
denominan como B1. B2 y asi sucesivamente (Modificado de Backert y Meyer. 2006).

El componente energético esta conformado por tres familias de ATPasas
asociadas al sistema: TraG/VirD4. TrbE/VirB4, TrbB/VirB11 (Trockter y col., 2014)
(Fig. 2). Las tres son esenciales para la translocacion del sustrato. pero solo dos.

TrbE/VirB4 v TrbB/VirB11. son necesarias para la formacion del pili (Fronzes y col.,

2009a). Incluso. los estudios sugieren que VirB11 regula la secrecion del sustrato v la




biogénesis del pili, por medio de la modulacion de la actividad de las proteinas VirD4 y
VirB4, respectivamente (Ripoll-Rozada y col, 2013). Esta regulacién parece estar
determinada por cambios conformacionales en la proteina inducidos por la hidrélisis del
ATP (Yeo y col., 2000; Savvides y col., 2003). Por otro lado, la ATPasa TrbE/VirB4 es
altamente conservada en secuencia y la unica con proteinas homodlogas en todos los
SSIV conocidos a la fecha, por lo tanto, es considerada un marcador de la presencia de
estos sistemas de secrecion, con el cual se realizan estudios‘ de clasificacién filogenética
de los SSIV (Juhas y col., 2007; Frank y col., 2005; Alvarez-Martinez y Christie, 2009;
Guglielmini y col., 2013).

El componente del canal esta conformado por las proteinas TrbD/VirB3, VirB6
y TrbF/VirB8 que se ubican en la membrana interna, las protefnas VirB7 y TrbG/VirB9
en la externa y la proteina bitopica TrbI/VirB10, que se extiende desde la membrana
interna hasta la externa (Trockter y col.,, 2014) (Fig. 2). Una vez que el sustrato se acopla
al sistema, las ATPasas TrbE/VirB4 y TrbB/VirB11 proveen la energia necesaria para la
translocacion del sustrato a través del canal (Cascales y Christie, 2003; Ripoll-Rozada y
col., 2013). La proteina VirB1l también forma parte de este componente (Fig. 2) y su
funcién es actuar como una transglicosilasa que degrada parcialmente la pared celular y,
por ende, favorece la formacion del espacio necesario para el ensamblaje de las proteinas
formadoras del canal (Zahrl y col., 2005).

El componente extracelular o pili es considerado una estructura importante para
la transferencia del sustrato al permitir la union entre las células donadora y receptora.
En A. tumefaciens estd compuesto por la proteina TrbC/VirB2 y VirB35, pero requiere de

TrbE/VirB4 y TrbE/B8 para su estabilidad (Fig. 2) (Yuan y col., 2005; Backert y Meyer,




2006). Sin embargo, en aislados de A. tumefaciens carentes de pili, no se ve afectada la
transferencia del sustrato ni la capacidad de producir tumor en la célula vegetal
(Christie, 2004; Jakubowski y col., 2009; Banta y col, 2011}, lo que indica que esta

estructura no es esencial en este SSIV.

En general, varios estudios estructurales y evolutivos haﬁ encontrado que los
SSIV especializados en la secrecion de proteinas efectoras, estdn conformados por las
proteinas Mpf y carecen de proteinas involucradas en el procesamiento de muaterial
genético, Dir. A diferencia de éstos, los SSIV especializados en conjugacion presentan
ambas proteinas, Mpf y Dtr (Alvarez-Martinez y Christie, 2009; Smillie y col, 2010;
Guglielmini y col., 2014). En estos tiltimos, las proteinas homdlogas a VirD2 de A.
tumefaciens poseen una actividad relaxasa importante para la fransferencia del ADN a
través de la maquinaria de secrecidn tipo IV, ya que se unen a secuencias especificas
denominadas origen de transferencia (oriT) y cortan la cadena de ADN en una secuerncia
denominada sitio nic, ubicada dentro de las secuencias oriT. Luego, la relaxasa se une
covalentemente al extremo 5° del ADN monohebra (ADNss) destinado para Ia
transferencia, llamado cadena-T (del inglés 7-strand), formande un complejo
nucleoprotéico VirD2—cadena-T. Una vez formado este complejo, conocido como
relaxosoma, la relaxasa VirD?2 interactia con la proteina acopladora para facilitar el paso

del ADN a través de la maquinaria de transferencia (Cascales y Christie 2004).



Evolucién del SSIV

Los andlisis filogenéticos realizados por Frank y col. (2005) y Gugliclmini y col.
(2013) han evidenciado la presencia de un ancestro comfin en los SSIV dada la alta
similitud en las secuencias de los genes y su organizaci6n deniro de los genomas de los
microorganismos que lo poseen. Asi mismo, con estos anélisis se ha identificado que la
evolucion de los SSIV va acompafiada de una divergencia en 3 clados que separan las 3
familias de SSIV, segiin su funcion: sistemas de conjugacion, sistemas de competencia y
sistemas translocadores de proteinas efectoras. Las relaciones filogenéticas entre los
SSIV se han basado principalmente en la comparacién de las secuencias de 3 genes:
trblfvirBl0, TrbE/virB4 y traG/virD4. Sin embargo, debido a la alta variabilidad que
posce el gen traG/virD4 y a que el gen trbI/virBI10 no ests presente en los SSIV de las
bacterias Gram-positivas, estos dos genes no son buenos candidatos para los anslisis
filogenéticos de los SSIV, mientras que el gen #bE/virB4 estd presente en todos los
sistemas descritos hasta el momento y su proteina ha sido ideal para realizar los analisis
de alineamientos y suficiente para clasificar los SSIV (Frank y col., 2005; Juhas y col.,

2007; Alvarez-Martinez y Christie, 2009; Guglielmini y col., 2013).

Acidithiobacillus ferrooxidans y SSIV

A. ferrooxidans es una bacteria acidéfila quimiolitoautotréfica que obtiene su
energia a partir de la oxidacion del hierro, azufre elemental o elementos aznfrados
parcialmente oxidados y es una de las principales bacterias ampliamente usadas en los

procesos de biolixiviacion (Rawlings, 2002). Actualmente, la secuencia completa del

genoma de la cepa de 4. ferrooxidans ATCC 23270 se encuentra disponible en la base




de datos TIGR (www.tigr.org), la cual, junto con la reciente secuenciacién del genoma
de la cepa ATCC 53993 (http://www.jgi.doe.gov/), ha permitido realizar andlisis
gendmicos comparativos, con los cuales se han identificado genes relevantes para la
fisiologfa y metabolismo en cada una de estas cepas y compararlas entre si. Uno de los
resultados mds interesantes obtenidos por estos estudios, ha sido la identificacién de
islas gendémicas presentes en cada una de estas cepas secuenciadas que, por sus
caracteristicas, parecen ser elementos genéticos adquiridos a través de mecanismos de
transferencia horizontal de genes (THG) (Levicén y col., 2009; Valdés y col., 2010;
Orellana y Jerez, 2011; Bustamante y col.,, 2012). Uno de estos elementos ha sido
caracterizado recientemente por Bustamante y col. (2012), quienes también reportaron la
posible existencia de un grupo de genes que codificarian proteinas involucradas en la
transferencia conjugativa de este interesante ICE. Sin embargo, estos investigadores no
realizaron andlisis experimentales que pudieran confirmar dicha asociacién, lo que hace
necesario la realizacién de este tipo de trabajos para el entendimiento de estos
mecanismos de transferencia en este microorganismo.

Otro anélisis bioinformdtico del genoma de 4. ferrooxidans ATCC 23270 reportd
la presencia de dos regiones genémicas que contenfan diez genes homélogos y con una
organizacién genética similar a los genes del sistema Trb de 4. fumefaciens: trbB, trbD,
IrbE, trbJ, trbL y un gen hipotético, Ayp, en una de las regiones, y #rbF, trbG, trbG y trbl
en la otra region; donde ¢l gen Zyp present6 baja similitud al gen traf de 4. tumefaciens,
el gen #bG se encontré duplicado y se observo la ausencia de los genes #bK y trbH
involucrados en la formacién del pili (Barreto y col, 2003). Aun asi, este trabajo no

predijo la funcién putativa de los productos de los genes encontrados; por lo que seria
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necesario profundizar en la caracterizacién genética de estas regiones para obtener
informacion relevante que permita un andlisis funcional de este posible SSIV en 4.
Jerrooxidans.

En un estudio realizado por nuestro grupo, en el que se hizo un andlisis
proteémico mediante espectrometrfa de masas (FT-ICR/MS) de los extractos proteicos
totales de A. ferrooxidans crecido en azufre, se identificé cuatro proteinas que
presentaron homologia con las proteinas TrbB, TrbE, TrbF y TrbJ de 4. tumefaciens
(Valenzuela y col, 2006). De acuerdo con los resultados de Barreto y col. (2003), los
genes de tres de estas proteinas, #rbB, trbE y trbJ, se ubicaron en una misma regi6n del
genoma de 4. ferrooxidans, mientras que el otro gen, #bF, se ubic6 en la otra regién
descrita; por lo que nuestro grupo se interes6 en conocer si los tres genes que estaban
juntos formaban parte de una misma unidad transcripcional. Para esto, se realizé un
expetimento de RT-PCR y los resultados demostraron que los: genes se expresan, pero
no se cotranscriben (Valenzuela y col,, datos no publicados). Sin embargo, con esta
metodologia s6lo se evalud algunos de los genes ubicados en la primera region de este
sistema, por lo que serd necesario completar el andlisis de la cotranscripci6n de todos los
genes en ambas regiones genémicas descritas.

Mediante anilisis por PCR en tiempo real y por macroarreglos de ADN
realizados por nuestro grupo, se mostro que los niveles de expresién de los genes BB,
tvbE, trbF y trbJ aumentaron cuando 4. ferrooxidans crecid en un sustrato s6lido como
el azufre elemental, lo que sugiere que estas protefnas podrian estar relacionadas con la
interaccion de la bacteria con su sustrato solido (Valenzuela y col., 2006). Sin embargo,

teniendo en cuenta que 4. ferrooxidans también posee la capacidad de oxidar el hierro y
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ofros elementos azufrados y, dado que existe una expresion diferencial de proteinas en
A. ferrooxidans que depende de la clase del sustrato oxidable disponibie en el medio
(Ramirez y col., 2004), seria interesante conocer si los genes descritos en este sistema se
expresan en otras condiciones de crecimiento, como en medios suplementados con
hierro o pirita.

Thorstenson y col. (1993) demostraron que las proteinas del SSIV de A.
tumefaciens se localizaban en las membranas interna y externa de la célula, formando un
complejo estructural que se expande a través de las membranas celulares. Varias de las
proteinas codificadas por los genes del SSIV descritos en 4. ferrooxidans por Barreto y
col. (2003), no solo comparten homologia con estas proteinas sino que algunas
contienen secuencias de exportacion a membranas y/o dominios hidrofébicos, Io cual
sugiere una interaccion de éstas con las membranas celulares; por lo tanto, seria
interesante conocer la localizacion celular de las proteinas que conforman el posible
SSIV de 4. ferrooxidans para predecir la ubicacién de este sistema en dicha bacteria.

En conjunto, los estudios indican la posible existencia de mecanismos de
transferencia horizontal de genes en A. ferroxidans relacionados con los sistemas Tra del
plésmido F (Bustamante y col, 2012) y Trb de A. tumefaciens (Barreto y col., 2003;
Valenzuela y col, 2006). Este hallazgo seria importante debido a que estos SSIV
participan en diferentes eventos celulares previamente descritos. Sin embargo, es
necesario identificar la funcionalidad de estos posibles SSIV en 4. ferrooxidans y
determinar en cual(es) proceso(s) fisiolégico(s) estaria participando en esta bacteria: en

la transferencia de material genético y/o en la translocacion de proteinas,
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Estrategias experimentales para la caracterizacion del SSIV

Con la implementacion de ensayos genéticos, se ha analizado ¢l comportamiento
de cepas mutantes en cada uno de los genes que hacen parte del SSIV y se han
identificado aquellos que son esenciales en la estructura y funcioén de este sistema, no
solo en A. tumefaciens (Li y col, 1998) sino en otras bacterias (O'Callaghan y col.,
1999). Adicionalmente, los altos porcentajes de identidad y la homologia entre las
proteinas que conforman estos sistemas, se han desarrollado ensayos de
complementacion genética que han contribuido enormemente en el estudio e
identificacion funcional de los SSIV (Berger y Christie, 1994; Carle y col,, 2006). Sin
embargo, en el caso de A. ferrooxidans, han sido varios los intentos de aplicar las
técnicas del ADN recombinante orientadas a conocer la funcidn y regulacion de los
genes y de los procesos fisiologicos en esta bacteria. Aunque se han obtenido
importantes hallazgos a partir de la clonacion de genes de A. ferrooxidans en E. coli
(Barros y col, 1985; Guiliani y Jerez, 2000), los intentos por lograr transformar A.
Jerrooxidans han sido poco eficientes (Kusano y col., 1992; Peng y col., 1994; Liu y col.,
2000). Kusano y col. (1992) lograron introducir un plasmido por electrotransformacion
en A. ferrooxidans para generar cepas resistentes al mercurio, pero de 30 cepas
ensayadas, solo una se transformd. Por otro lado, Peng y col. (1994) demostraron la
transferencia de pldsmidos de E. coli a A. ferrooxidans por conjugacion, pero la
frecuencia de transferencia obtenida fue muy baja, entre 10° y 1077, M4s adelante, Liu y
col. (2000) establecieron algunas condiciones Optimas de transferencia que
incrementaban esta frecuencia en 100 veces. Aun asi, estos resultados demuestran que

los intentos de transformacion de A. ferrooxidans son poco eficientes, lo cual limita el
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uso de estas metodologias en la modificacion genstica de esta bacteria, y dificulta la
implementacién de anélisis genéticos que faciliten la identificacién de la funcionalidad

del posible SSIV.

Carle y col. (2006) evaluaron la capacidad de las proteinas del sistema VirB de
Brucella suis para complementar funcionalmente un SSIV heterblogo, el sistema
VirB/D4 de A. tumefaciens. Los resultados demostraron que las proteinas VirB de B.
suis no s6lo se ensamblaron en la membrana de A. tumefaciens formando un complejo
sino que incrementaron la habilidad de las mutantes de A. tumefaciens de servir como
células receptoras en los experimentos de conjugacion. Con estos resultados, se puede
dar cuenta que la implementacion de los ensayos de complementacion heterdloga, puede
ser una aproximacién para caracterizar funcionalmente nuevos SSIV que se van
describiendo en la naturaleza.

Teniendo en cuenta que la transferencia de genes entre los microorganismos
representa un mecanismo de adaptacion microbiana a los cambios ambientales
(Schmidt-Eisenlohr y col., 2001), la identificacion de genes trb, los andlisis de su
expresién y consecuente identificacion de algunas de estas proteinas en 4. ferrooxidans
ATCC 23270 (Barreto y col., 2003; Valenzuela y col., 2006), orientaron el objetivo de
investigacién de esta tesis. La identificacion de un SSIV funcional en esta bacteria,
sugeriria que 4. ferrooxidans podria tener la capacidad de intercambiar material genético
o interactoar con los minerales por medio de la formacion de biopeliculas o intercambiar
macromoléculas como ADN o complejos ADN-protefna en su entorno. También es de
especial importancia identificar y caracterizar este sistema ya que permitiria comprender

algunos procesos fisiologicos de este microorganismo que podrian ser de suma
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importancia en los mecanismos de biolixiviacién y, ademas, facilitaria el desarrollo de la
genética en este microorganismo. Es por esto que, basados en los antecedentes de la
posible existencia de un SSIV en 4. ferrooxidans y la importancia de este sistema en
varios procesos fisioldgicos, se planteé esta tesis con una metodologia que nos
permitiera responder algunos interrogantes que aiin quedan: ;Poseera 4, ferrooxidans un
SSIV homélogo al sistema Trb de 4. tumefaciens? ;En qué condiciones de cultivo se

expresaran estos genes? ;Serd este sistema funcional?
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Hipotesis
Acidithiobacillus ferrooxidans posee un sistema de secrecion tipo 1V funcional que

permite la transferencia de ADN y/o la translocacion de complejos ADN-proteina.

Objetivo general

Estudiar la expresion de los genes del SSIV en A. ferrooxidans y evaluar la

funcionalidad del sistema en un modelo de complementacion genética heterdlogo.

Objetivos especificos

» Analizar in silico las regiones gendomicas que conforman el SSIV en A.
Jerrooxidans ATCC 23270 y ATCC 53993.

» Estudiar la expresion diferencial de los genes del SSIV de A. ferrooxidans ATCC
23270 en diferentes medios de cultivo usando azufre y hierro como fuente de
energia.

> Evaluar la capacidad de la proteina VirB1 de A. ferrooxidans ATCC 23270 de
complementar funcionalmente mutantes de 4. tumefaciens.

» Evaluar in vitre la actividad relaxasa de la proteina VirD2 de A. ferrooxidans

ATCC 23270.
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MATERIALES Y METODOS

Bacterias, plasmidos y antibioticos

La cepa de 4. ferrooxidans ATCC 23270 se cultivd a 30 °C en agitacién en
medio minimo 9K suplementado independientemente con las siguientes fuentes de
energia: 50 g/L. de azufre elemental en perlas o con 33 g/L, de idn ferroso. Otras cepas y
plasmidos usados en esta tesis se muestran en la tabla 1 y 2. Las cepas de Escherichia
coli usadas para los experimentos de clonacién se cultivaron a 37 °C en medio Luria-
Bertani (LB) (10 g/L peptona, 5 g/L extracto de levadura, 5 g/L. NaCl). Las cepas de
Agrobacterium tumefaciens usadas para los experimentos de complementacién genética
se cultivaron en medio LB o en medio de induccion AB (glucosa 10 g/L, MES [4cido
morfolino-etano-sulfénico} 4 g/L, MgSO; 7H,0 0.3 g/L, KCl 0.15 g/L, CaCl, 0.01 g/L,
FeSO4 7H20 0.0025 g/L y 1 mM fosfato de potasio [pH 5.5]) a 25 °C. Los antibi6ticos
se usaron para la propagaciéon de los plasmidos y la seleccion de cepas de E. coli
recombinantes asi: espectinomicina (Spc) 50 ug/ml; estreptomicina (Str) 50 pg/ml;
carbenicilina (Car) 100 pg/ml, ampicilina (Amp) 100 pg/ml, kanamicina (Kan) 50
ug/ml; y para A. tumefaciens asi: Spc 300 pg/mi; Str 100 pg/ml; Car 150 ug/ml o

gentamicina (Gen) 25 pg/mL.
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Tabla 1. Cepas usadas en esta tesis.

Cepa Caracteristicas Referencia

;
FendAl ginVii4 thi-I recAl reld] gyrd96 deoR Banco de cepas
E. coli DH50, nupG P80dlacZAMIS AflacZYA-argF)U169, T
hsdRI7(r¢ my), J— Microbiologia Molecular

Biotecnologfa

A. tumefaciens
PC1001

pTiA6NC AvirBl! Hdppner y col., 2004

Tabla 2. Plismidos nsados en esta tesis

Plasmidos Caracteristicas Referencia

pTrc200 contiene el gen virB! de Brucella suis
(717 pb Neol/Scal)

g

pTreBIsuis Hoppner y col., 2004

pLS1 Plasmido del grupo IncQ, Car Hoppner y col,, 2004

Plasmido no conjugativo (E. coli y Streptococcus),
pDL277 oriT-, Spc'. 6,6 Kb Wang y col., 1995

Plasmido del grup Ian. Movilizable por los
RSF1010 plésmidos auto-transmisibles de la familia IncP. Scherzinger y col,, 1992
8,7 Kb.
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Las manipulaciones del ADN se realizaron por procedimientos estandar segiin
Sambrook y Russell (2001). Para los ensayos de complementacién, el vector pTrc200
(donado gentilmente por el Dr. Baron del Departamento de Biologfa, Universidad
McMaster, Canada), se corté con las enzimas Neol y Smal, se traté con fosfatasa
alcalina y se ligd la secwencia del gen virBI de A. ferrooxidans ATCC 23270,
amplificada previamente por PCR con partidores especificos que contenian los sitios de
recontocimiento para las enzimas Ncol y Scal (Tabla 3). Para los ensayos de actividad
relaxasa, el plasmido pET21 se cortd con las enzimas Ndel y Xhol seguido de la ligacién
con el gen virD2 de A. ferrooxidans ATCC 23270 amplificado por PCR y digerido con

las mismas enzimas de restriccion.

Anilisis in silico de las regiones genémicas que conforman el SSIV en A.

Sferrooxidans 23270 y 53993,

Se realizd un andlisis bioinformatico para obtener informacién relevante del
contexto genético del SSIV de 4. ferrooxidans en estas dos cepas para comparar su
organizacién y sugerir las posibles funciones de sus protefnas. Las secuencias
nucleotidicas y aminoacidicas se visualizaron con el programa computacional
ARTEMISvV7 (http.//www.sanger.ac.uk/Software/Artemis/). Por medio de los programas
computacionales tBLASTn y BLASTp (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) se busco
la identidad/similitud de estas proteinas con otras ya conocidas y se utilizaron las
herramientas disponibles en http://us.expasy.org/tools/blast para Ia identificacion de los

dominios conservados en las proteinas del SSIV de A. ferrooxidans. El andlisis de
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alineamientos y la construccién del arbol filogenético, se realizdé con el programa

Geneious v5.4 (http://www.geneious.com).

Tabla 3. Genes de 4. ferrooxidans ATCC 23270 amplificados. Partidores y
especificaciones de PCR usados en esta tesis.

Tamafio de
. Nombre del partidor amplificacién (pb) /
Analisis Gen Secuencia del partidor (5™~ 3°) Temperaturs de
hibridacién PCR (°C)

tbIN CACAAGCCAGTCAGCTTG

trbIR CTCTTGATGCCCGTCTGC 651/56

trbGIN CCAATACAGCCTGCAGGG
trbGIR GTCTGCTGACTGCAAGTC

trbBN TCATGGCTGACTACCTGC

trbBR CTCATGGATCAGCGTCTG 643/56

TrbDN GGCCACATTTGCCCTTTG

TrbDR GGCACTTTGCGTCTGTTC 243/56

Proteinas
recombinantes

VirD2F GCGCATATGAATCCCAAAACATCAC

virD2  \iDIR GAACTCGAGCTCGATCTCCGATCC

1551/55

Extraccion de ADN gendmico.
Las células de A. ferrooxidans ATCC 23270 provenientes de 700 mL de cultivo
crecido en azufre elemental o ién ferroso, se colectaron por centrifugacion (6.000 x g

durante 10 min) y se lavaron dos veces con agua acida. Para la extraccién del ADN
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cromosomico, se utilizé el protocolo para bacterias Gram-negativas Wizard Genomic
DNA Purification kit (Promega). Este se basa en un paso de lisis celular seguido de una
digestion enzimdtica del ARN, con posterior precipitacién del ADN gendmico con
isopropanol y solubilizacién en agua. La cuantificacion g]el ADN gendmico se realizo al

determinar su absorbancia a 260 nm de una dilucién 1/500. La concentracién de ADN se

calculé usando la relacion 1 ODyg0 = 50 pg ADN/mL.

Partidores y reacciones de PCR

Todos los partidores se disefiaron a partir de la secuencia disponible del genoma
de 4. ferrooxidans ATCC 23270 y se sintetizaron por la empresa SIGMA-PROLIGO
(www.proligo.com) (Tabla 3). Para los andlisis de macroarreglos de ADN, se disefiaron
partidores que amplificaban regiones internas de aproximadamente 600 pb de cada gen,
excepto el gen #bD del cual, por su tamafio, se amplificé un fragmento de 243 pb. Para
la obtencitn de las proteinas VirB1 y VirD2 recombinantes, se disefiaron partidores de
acuerdo a la secuencia nucleotidica de cada gen con la adicién de sitios de restriccion
especificos (Tabla 3). Cada reaccién de PCR se realizo en un volumen final de 25 pL y
se utilizaron 2 ng/uL de ADN gendmico, 5 ng/pL de cada partidor, 0.1 mM dNTPs, 5 %
DMSO, 0.1 U/pL de Tag ADN polimerasa (Promega) en 1 X de buffer de PCR y 2.5
mM de MgCl,. Para la amplificacién, se utilizé el siguiente programa: 3 min a 95 °C,
seguido de 30 a 40 ciclos de 1 min a 95 °C, 45 s a 55-62 °C de acuerdo a los partidores
utilizados (Tabla 3), 1 a 2 min a 72 °C (de acuerdo al tamafio del fragmento), para

finalizar con un paso de 10 min a 72 °C.
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Electroforesis del ADN en geles de agarosa

Se utilizaron geles de agarosa al 1 % en tamp6n TAE 0.5 X (20 mM Tris-acetato
pH 8.0, 0.5 mM EDTA). Las muestras-se mezclaron con tampén de carga 6 X (glicerol
25 %, SDS 0.5 %, azul de bromofenol 0.025 % y EDTA 12 mM). Para la tincién del
ADN se utilizé una solucién de bromuro de etidio a una concentracion de 0.2 pg/mL

preparado en tamp6n TAE 0.5 X. Las bandas se visualizaron bajo luz ultravioleta.

Extraccién del ARN total

El ARN total de 4. ferrooxidans se extrajo durante la fase exponencial tardia de
crecimiento en azufre o i6n ferroso (aproximadamente 9 x 10°- 1 x 10 cels/mL). Para
ello, se modific6 el protocolo de extraccion con fenol caliente (Guiliani y col., 1997).
Brevemente, las células se colectaron por centrifugacion a 6.000 x g por 10 min a
temperatura ambiente y se lavaron dos veces con agua dcida, pH 1.5. Para la obtencién
del ARN, se tomaron fracciones de 20 mg (peso himedo) de pellet de células y se
resuspendieron en 300 pL de solucion de lisis (acetato de sodio 0.02 M pH 5.5, SDS 0.5
%, EDTA 1 mM). A cada una de las suspensiones, se le agreg6 600 pL de fenol saturado
acido (pH 4) precalentado a 65 °C y la mezcla se incubd durante 7 min a 65 °C con
agitacion por inversion cada 45 s, Luego de centrifugar por 4 min a 12.700 x g, la fase
acuosa se extrajo nuevamente con el mismo volumen de fenol acido por 7 min a 65 °C.
Luego, se realizé una extraccién con 600 pL de fenol 4cido/cloroformo a temperatura
ambiente y dos extracciones con 600 pL de cloroformo para posteriormente, centrifiugar
durante 4 min a 12.700 x g y recuperar la fase acuosa. El ARN se precipit6 con 1/10 de

volumen de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 2 a 3 volimenes de etanol absoluto a —=20 °C
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durante toda la noche o alternativamente, a —80 °C por 2 h. Luego de la precipitacion, el
ARN se recuperd por centrifugacion a 13.800 x g por 30 min a 4 °C, se lavd 2 veces con
etanol al 70 % y se resuspendi6 en 100 pL de agua libre de nucleasas. Para eliminar los
restos de ADN presentes en la preparacion, el ARN se traté por 30 min a 30 °C con
DNasal libre de RNasa en un volumen final de 200 pL en presencia de 6 mM MgCl,. La
enzima se inactivé con la adicién de EDTA a una concentracién final de 10 mM y una
posterior incubacién por 15 min a 65 °C. Luego de la digestién del ADN, el ARN se
extrajo una vez con 400 pL de fenol/cloroformo &cido y dos veces con 400 pL de
cloroformo. Luego, se precipitd con acetato de sodio 3 M pH_5.2 como se describi6
anteriormente. Después de dos lavados con etanol al 70 %, el ARN se resuspendié en 40
pL de agua libre de nucleasas. La integridad del ARN se observé mediante electroforesis
en geles de agarosa al 1 %. Para determinar la concentracion del ARN, se midié la
absorbancia a 260 nm de una dilucién 1/500 y se utiliz6 la relacion 1 ODygp = 40 ng

ARN/mL. La pureza del ARN se estimé por la razén de las absorbancias a 260/280 nm.

Macroarreglos de ADN

EI ARN total obtenido de la cepa de 4. ferrooxidans ATCC 23270 crecida con 50
g/L de azufte elemental en perlas o con 33 g/L de i6n ferroso, se utilizé para los analisis
de macroarreglos de ADN, segiin el protocolo descrito por nuestro grupo (Acosta y col,,
2005). Para esto, se diseflaron partidores para amplificar fragmentos de
aproximadamente 600 pb para cada gen del SSIV de 4. ferrooxidans ATCC 23270 a
analizar o el gen completo cuando su tamafio era menor a este valor (Tabla 3). Los

fragmentos amplificados se purificaron a partir del gel de agarosa con HiYield Gel/ PCR
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Fragment extraction Kit (Real Genomics™), segin las instrucciones del fabricante.
Luego, se cuantificaron por su absorbancia a 260 nm y se diluyeron a 5 ng/uL en 40 %
viv DMSO. 100 pL de cada dilucién se colocaron en una placa de 96 pozos para su
posterior siembra en la membrana. Igualmente, se incluyé en la placa diluciones de un
fragmento del gen de la expansina-1 de Prunus persica (exp-I) como control de marcaje
e hibridacion.

El ADN se sembré manualmente desde la placa de 96 pozos en membranas de
nylon Inmobilon-Ny" utilizando el Multi Blot Replicator. Cada dilucién se sembr6 3
veces (aprox. 1.5 ng de ADN por mancha) y por cuadruplicado. Las membranas se
secaron al aire y luego se trataron con solucién de desnaturalizacién (NaOH 0.5 M,
NaCl 1.5 M) por 7 min sin agitacioén. Luego, se incubaron 2 veces por 3 min en solucién
de neutralizacién (0.5 M Tris-HCI pH 8.0, 1.5 M NaCl, 1 mM EDTA) con agitacién y se
secaron al aire nuevamente. EI ADN se entrecruzd a la membrana por irradiacion con
luz UV (254 nm) a 0.12 J/em? en un Hibrilinker HL-200 (UVP Laboratory Products). La
sonda marcada se obtuvo por la incorporacién de [o->*P]JdCTP en el cADN sintetizado
por 2 h a 42 °C en un volumen de reaccién final de 50 pL que contenia: 10 ug de ARN
total (4. ferrooxidans crecido en hierro o en azufte), 1.5 ng ARN exp-1, 10 pmol de cada

partidor especifico, 800 pM dNTPs sin dCTP, 3.5 mM MgCl, 50 uCi [o-*?PJdCTP, 40

U ARNSsin, 2 pL de transcriptasa reversa ImPromIl (Promega). La mezcla de ARN total
y de exp-I se hibridé con la mezcla de partidores previo a la transcripcién reversa a 70
°C por 5 min, Luego de la reaccion, la enzima se inactivo a 65 °C por 15 min y el ARN

se degradd por tratamiento con NaOH 0.2 M a 37 °C por 15 min y se neutralizé con
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HEPES 0.25 M. Las sondas de cADN marcado, se purificaron utilizando las columnas
S-200 HR (Amersham), segin las instrucciones del fabricante. La radiactividad
incorporada en 1 pl se cuantific6 en un contador de centelleo,

Por cada sonda obtenida, se hibridaron dos membranas que fueron humedecidas
previamente en 2 X SSPE (10 X SSPE: 1.8 M NaCl, 100 mM fosfato de sodio pH 7.7,
10 mM EDTA) por 5 min a temperatura ambiente. Luego, se pre-hibridaron en 7.5 mL
de solucion de hibridacién (5 X SSPE, 2 % p/v SDS, 1 X solucién de Dendharts, 100
pg/mL ADN de esperma de salmén) a 65 °C por 2-4 h. Las membranas se hibridaron en
5 mL de solucion de hibridacion fresca a 65 °C con la sonda de cADN obtenida (>1.5 x
10® cpm/mL de solucién de hibridacién), desnaturalizada en agua hirviendo por 5 min,
durante toda la noche. Las membranas se lavaron con 25 mL de solucién de lavado (0.5
X SSPE, 0.2 % p/v SDS) 2 veces a temperatura ambiente por 5 min seguidos por 2
lavados a 65 °C por 15 min. Las membranas se envolvieron en una pelfcula pldstica, se
expusieron en una pantaila K-Screen (Kodak) por 1-2 dias y se escanearon en un
Phosphorlmager (Molecular Imager FX system, Bio-Rad) utilizando el programa
Quantity One 1,0 (Bio-Rad).

La cuantificacion y anélisis de las manchas obtenidas, se realizé con el programa
VersArray (Bio-Rad) y Excel (Microsoft Office). Las intensidades netas (IN)
correspondientes a la intensidad cruda promedio de la sefial (IC) menos el valor de su
fondo local promedio (IFX) obtenidas para cada mancha, se normalizaron por la
intensidad neta promedio de las 8 manchas de exp-] presentes en cada membrana,

obteniendo la intensidad neta relativa (INR). La relacion sefial ruido (Qsr) se determiné
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a partir de la IC y la IFX segin la relacion Qsr = [IC / (IC + IFX)] (Wang y col., 2001).
Las INR con una Qsr > 0.51 de las diferentes réplicas para cada mancha en cada
condicién se promediaron obteniendo la intensidad neta relativa promedio (INRX). Para
cada condicién las INRX se calcularon con al menos 3 datos de intensidad para cada

mancha.

Ensayos de complementacidn genética heteréloga: ensayos de conjugacion

Se evalué la capacidad de la cepa de 4. tumefaciens PC1001 complementada
genéticamente con el gen virBI de A. ferrooxidans ATCC 23270 (virB1A4f), de donar el
plésmido de la familia IncQ, pLSI, segin el protocolo descrito previamente por
Hoppner y col. (2004). A. tumefaciens se cultivé en medio LB en ausencia de
antibi6ticos (cepa silvestre) o con Spc (300 pg/ml)/Str (100 pg/ml) para la propagacién
del plasmido pTrc200 y sus derivados. Para la propagacion del plasmido pLS1, se creci6
en presencia de Car (150 pg/ml). Luego, las células se inocularon en medio AB liquido a
una ODgq entre 0.1 y 0.25 y se incubaron por 6 h a 25 °C. 4. tumefaciens A348 y
PC1001 transformada con pTrc200 con o sin los genes virBlsuis y virBlaf y con el
plasmido pLS]1, se cocultivaron con 4. tumefaciens GV3101 en una relacién de 1:5 por 3
dias a 25 °C en placas de 24 pozos que contenian 1.5 mL medio AB agar con y sin 500
pM de AS y 500 uM de IPTG. Luego, las células se recuperaron lavando dos veces con
0.5 mL de LB y se realizaron diluciones seriadas 1 x 10, 1 x 10* y 1 x 10” que se
sembraron en medio LB con Car/Str/Spc (seleccion de donadoras), Gen (seleccion de

receptoras) y Car/Gen (seleccion de transconjugantes). Después de 3 dias, se contaron
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las colonias y los resultados se expresaron en términos de porcentaje de
transconjugantes/silvestres (TK/silvestres), segiin protocolo descrito por Bohne y col.
(1998). Se realizaron anélisis estadisticos usando una ANOVA de dos vias y la prueba

post-hoc Dunnet usando el programa estadistico Prisma v5.0.

Formacion del tumor en discos de papa y zanahoria

Se evalud la capacidad de la cepa de 4. tumefaciens PC1001 complementada
genéticamente con el gen virBlAf, de producir la formacién de tumores en discos de
papa (Solanum tuberosuni) y zanahoria (Daucus carota), segiin protocolo descrito
previamente por McLaughlin y col. (1998) y Coker y col. (2003). Las papas y las
zanahorias se lavaron con agua y jabon, se removio la cdscara y luego, se sumergieron
en hipoclorito de sodio al 10 % por 20 min. Se cortaron rebanadas de aproximadamente
3 mm, de las cuales se obtuvieron discos de 3 cm de didgmetro por medio de un
sacabocados. Cinco discos de papa y cinco discos de zanahoria se depositaron por
separado en cajas de Petri que contenfan agar agua-peptonada. 4. fumefaciens A348 y
PC1001 transformada con pTrc200 con y sin los genes virBlsuis y virBlaf se cultivaron
en medio LB en presencia de 0.5 mM IPTG (inductor del pldsmido pTrc200) y 300 pM
de acetosiringona (AS, inductor de los genes vir de los plésmidos pTi y pTiAG6NC) por 2
dias a 25 °C en oscuridad. Luego, se infectaron los discos de papa y zanahoria con 50
uL de una suspensién de 1 x 10° células/mL y se incubaron a 25 °C en oscuridad. Como
control negativo, se incluyeron discos inoculados con medio LB. Se evalué la formaci6n

de tumores durante 5 dias en diez discos (cinco de papa y cinco de zanahoria) por cepa
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analizada y en 3 repeticiones. Para facilitar el recuento de tumores en los discos de papa,
se adicionaron 30 pL de lugol (IKI: I 5 % y K1 10 %). Los resultados se analizaron con
una ANOVA y como prueba post-hoc se aplico la prueba Scheffé para comparaciones

multiples entre los tratamientos usando el programa estadistico Prisma v5.0.

Evaluacién de la actividad relaxasa de la proteina VirD2 de A. ferrooxidans.
Clonacion y expresion del gen virD2af
El gen virD2 de A. ferrooxidans 23270, virD2af, se amplificé por PCR con

partidores especificos (Tabla 3). El producto de PCR se cortd con las enzimas de
restriccion Ndel y Xhol y se ligé en el vector de expresion pET21, el cual incorpora una
cola 7xHis en el dominio N-terminal de la proteina. La secuencia nucleotidica del gen
virD2af se verificd por medio de un secuenciador automatico (ABI prism 310; Perkin
Elmer) a través de un servicio en biologia molecular (Berlin, Alemania). pET21-virD2af
sirvi6 para transformar células de E. coli XL1Blue y los clones recombinantes se
seleccionaron en agar LB que contenia 100 mg/L de ampicilina. La induccién de la
proteina se realiz6 adicionando 1 mM IPTG cuando el cultivo alcanzé una ODgg entre
0.6 — 0.8 € incubando por 4 h a 20 °C, La expresion de la proteina recombinante 7xHis-

VirD2af (aprox. 62.9 KDa) se analiz6 por medio de SDS-PAGE.

Purificacion de la proteina VirD2af
La proteina VirD2af se purificd en condiciones desnaturalizantes en presencia de
urea. El extracto proteico total se resuspendié en tampoén Tris/HC1 50 mM pH 7.5 y se

pasé por columnas de Ni** HiTrap Chelating Column (Amersham Biosciences). VirD2af
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se eluy6é con un gradiente de imidazol y la fraccién que contenia la proteina, se dializé
para remover el imidazol y la urea y permitir su renaturalizacién. La correcta estructura
de la proteina purificada, se confirn6é por dicrofsmo circular por medio del
espectropolarimetro Jasco J-715 en el Instituto de Quimica de la Universidad de Graz-
Karl Franzens, Austria (dato no mostrado). Una vez concentrada y purificada la proteina

VirD2af, se utilizé para siguientes experimentos.

Biisqueda y caracterizacién de los sitios oriT en el genoma de A. ferrooxidans

Con base en la secuencia consenso de los sitios oriT reportada por Kurenbach y
col. (2002), NCGTNTAAGTGCGCCCTTA, se realizé una biisqueda de ésta en el
genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270. Se caracterizd la ubicacién de los oriT de A4,
Jerrooxidans (oriTs), analizando 300 pb bases rio-arriba y rio-abajo de las secuencias
identificadas. Los andlisis bioinforméticos se realizaron con el programa computacional
ARTEMISv7. Para los ensayos de relajacion del plasmido in vitro, se disefiaron
partidores para amplificar un fragmento de 300 pb que abarcara 150 pb rio-arriba y 150
pb ric-abajo de cada uno de los oriT identificados en 4. ferrooxidans. Los fragmentos
amplificados se ligaron al pldsmido pDL277 en el sitioc BamHI/Hincll (Tabla 2) y se
clonaron en cepas de E. coli DH5ct. Para los ensayos de cambio en la movilidad
electroforética, se disefiaron oligonucledtidos de aproximadamente 50 pb que contenian
cada uno de los sitios oriTys y se analizaron ir silico en busca de secuencias repetidas
invertidas por medio del programa disponible en la red OligoAnalyzer 3,1

(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/).
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Ensayo de relajacién del plismido

Los plasmidos pDL277, pDL277-0riT4 y RSF1010 se purificaron por medio de
columnas Plasmid Maxi Kit (Qiagen) y las formas superenrrolladas (ccc) y relajadas (oc)
de cada uno de los pildsmidos, se obtuvieron usando gradiente de densidad con CsCl. Las
formas ccc se usaron como sustratos en los ensayos de relajacion del plasmido in vitro
con la proteina VirD2af previamente purificada. La forma ccc de los plasmidos pDL277-
oriTys contenian una regién de 300 pb de cada uno de los oriT s identificados. Como
control negativo se uso el pldsmido RSF1010 (Tabla 2). Para evaluar la actividad de
relajacion del plasmido de la proteina VirD2af y establecer las condiciones 6ptimas de
actividad, se realizaron ensayos en una mezcla de reaccion que contenia 5, 10 y 15 mM
de Mg+2 como cofactor, 150 ng de cada plasmido, entre 20 a 40 veces de exceso molar
de VirD2af en una solucién tampén que contenia: 20 mM Tris/HCI pH 7.8, 100 mM
NaCl, 0.1 mM EDTA y 200 ng BSA. La reaccién se evalud a 30, 37, 42 y 45 °C por 30
y 60 min y se detuvo ajustando la mezcla a 10 mM EDTA, 0.5 % SDS y 0.5 mg/ml de
proteinasa K continnando la incubacion a 37 °C por 30 min. Los productos se analizaron
en geles de agarosa al 0.7 % (w/v) aplicando 7 V/em por 4 h en tampdn TAE. Los geles
se colorearon con bromuro de etidio y la cantidad de las formas ccc y oc de los

pldsmidos, se determiné con AlphaEaseFC™ software (Biozym Scientific).

Marcacion de los oligonucleétidos de ADN
Se disefiaron oligonucledtidos de cadena sencilla y doble de los oriTy de
aproximadamente 50 pb y se adquirieron en SIGMA. Los oligonucleétidos se marcaron

con [y-*P] ATP por medio de la actividad T4 polinucleétido kinasa, El [y-**P] ATP no
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untido se removid usando columnas de Sephadex G-50. Los oligonucle6tidos marcados
se usaron en los ensayos de cambio en la movilidad electroforética o se almacenaron a 4

°C.

Ensayos de cambio en 1a movilidad electroforética (EMSA)

Para establecer las condiciones optimas del ensayo y evaluar la capacidad de
VirD2af de unirse al oriT 4, se realizaron ensayos en un volumen final de reacci6én de 20
#l de una mezcla que contenia: 10 fmol de oligonucledtidos radiomarcados,
concentraciones crecientes de la proteina VirD2af (0, 2.5, 5.0, 7.0 y 10 pM) en una
solucién tampdn (1 mg/ml BSA, 200 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 20 mM Tris/HCL). Los
experimentos de EMSA se realizaron a pH entre 7.3 y 8.3, a 30, 37, 42 y 45 °C, por 30,
60 y 120 min, en presencia y ausencia del cofactor Mg*? para confirmar la importancia
de este elemento en la actividad enzimética. Después del tiempo de incubacién, las
muestras se cargaron en un geél PAGE en condicionas nativas al 10 % (w/v) y se realiz6
la electroforesis por 90 min a un voltaje constante de 90 V. Como control negativo, se
disefié un oligonucledtido sin secuencias homdélogas a los oriT de A. ferrooxidans. Los
ensayos se realizaron usando ADNss y ADNds. Los geles de poliacrilamida se secaron y
se expusieron a una pelicula HyperfilmTM-fmax (Amersham Biosciences) toda la noche

y luego, se revelaron con procedimientos estandar para las peliculas de rayos-X.
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RESULTADOS

Anadlisis bioinform:itico de los genes frb de A. ferrooxidans similares al SSIV de A.
tumefaciens.

Se identificaron 13 genes en el genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270
organizados en dos regiones dentro del cromosoma separados por una secuencia de
nucleodtidos de 51550 pb. En la primera region, se ubicaron los genes rbB, trbC, trbD,
irbE, trbJy trbL y, en la segunda region: irbL, rbGl, trbG2, trbl, virBl, traG v a 4546
pb rio abajo del gen rhB. se encuentra el gen virD2 (Fig. 3). El nombre de los genes se
asigno segun el porcentaje de identidad encontrado con los genes de los SSIV presentes

en A. tumefaciens, VirB/D4 y Trb (Anexo 1).

Region |
4546 pb
rbl  hyp trbJ  hyp trbE  trbD 1rbC trbB " virD2
Region |l
Regién |
IraG virB1 bl rbG2 IrbG1  irbF

Figura 3. Organizacion de los genes #rb en el genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270. Se
muestran las dos regiones genomicas contigilas que contienen los genes homologos a virD2,
trbB, -C, D, -E, <J, -L, -F, -G 1, -G2, -1, virBl, iraG en A. ferrooxidans ATCC 23270, hyp: genes
hipotéticos. El tamaiio de los genes se grafico a escala.

Nueve de estos genes han sido descritos previamente por Barreto y col. (2003),

pero a diferencia de lo reportado por estos investigadores, se identificaron tres genes
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denominados #raG, virB1 y virD2 por su identidad con estos mismos genes del SSIV de
A. tumefaciens y un gen trbC que presenté 92 % de identidad con el gen #5C de la cepa
ATCC 53993 de 4. ferrooxidans recientemente secuenciada (Anexo 1). Adicionalmente,
se identificaron dos genes hipotéticos {(Ayp) ubicados en la primera regién pero ninguno
de ellos presentd similitud a #ral como lo sugiri6 Barreto y col. (2003) en su reporte.

Al comparar el contexto génico de A. ferrooxidans ATCC 23270 con los de 4.
tumefaciens (Fig. 4A, 4B, 4D), se observé que en 4. ferrooxidans existe una duplicaci6n
del gen #rbG, el gen virD2 se ubicé rio arriba del gen #bB y carece de 2 genes
implicados en la codificacion de dos proteinas que hacen parte del filamento extracelular
o pili, rbK/virBS y trbH/virB7, en A. tumefaciens. Aunque esta estructura favorece la
unién con la célula receptora, existen estudios con cepas mutantes deficientes en la
formacion del pili, donde la transferencia del plasmido Ti no se ve afectada (Christie,
2004), lo que indica que estas proteinas, no son un elemento esencial en la maquinaria
de conjugacion.

Por otro lado, nuestro hallazgo de un gen que codificaria una protefna homéloga
a VirD2 es de especial interés debido a que, durante los mecanismos de conjugacion, el
ADN que es objeto de transferencia, es especificamente procesado por un complejo
proteico denominado relaxosoma. La proteina VirD2 de 4. tumefaciens es una enzima
con actividad relaxasa responsable de cortar el ADN en el sitio oriT y se une al ADN de
cadena sencilla que va a ser transferido por el SSIV. Luego, la proteina VirD2 interactia
con la proteina acopladora (TraG) para comenzar con el mecanismo de transferencia del

ADN a través del Mpf (Kopec y col., 2005). Este ha sido el motivo por el cual se planted
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evaluar la actividad relaxasa de esta enzima, con el objetivo de acercarnos en el
identificacion de una posible funcion de este sistema en A. ferrooxidans.

A) Sistema VirB de A. tumefaciens
6 Kb

virD4 virD2 virBll  virBl10  virB9 virB8  virB7  virB6  virBS  virB4  virB3 virB2  virBl
B) Sistema Trb de A. fumefaciens

bl trbH mhG nhF bl bk b bE trbD whC b ral

C) Sistema Trb de A. ferrooxidans (Barretoy col., 2003)

ND
bl rhG G 1rbF bl bt hE b bB np
D) Sistema Trb de A. ferrooxidans 23270
A P 31 Kb " 1Kb
virD4  virBl bl ‘n-bL’iJ trbGl trhF trbL trin trbE trhD trbC 5B virld2
E) Sistema Trb de L. ferrooxidans53993 genoma
P $2.Kb 7Kb
virD4  virBl bl rhGl  rbGl tbF bl bt trbE trbD rhC trbB virD2
F) Sistema Trb de A. ferrooxidans 53993 isla gendmica
p 3Kb
vird  virBi bl whG2  wbGl  (bF mbl  obS  pbE pdD pbC wbB vieD2

Figura 4. Comparaciéon de la organizacion genética de los operones A) virB/D4 de A
tumefaciens; B) trb de A. tumefaciens; C) trb putativo de 4. ferrooxidans descrito por Barreto v
col. (2003). hvp: gen con baja similitud a fral. ND: ambas regiones estan separadas por una
secuencia no determinada; D) frb putativo de A. ferrooxidans ATCC 23270 descrito en este
trabajo: E) 1#b putativo de A. ferrooxidans ATCC 53993 identificado en el genoma (por fuera de
la isla) v en F) la isla genomica. Los genes que codifican protcinas homologas se muestran del

mismo color. Los genes en negro no poscen homologos dentro del sistema putativo de A.
Jerrooxidans.

Durante la realizacién de esta tesis, se publico la secuencia del genoma de la cepa
A. ferrooxidans ATCC 53993 (http://www_jgi.doe.gov/), lo que motivd a realizar una
busqueda de estos genes en esta cepa. Los andlisis bioinformaticos permitieron
identificar que los genes b estan presentes en las dos cepas de 4. ferrooxidans, ATCC

23270 v ATCC 53993 con una alta similitud en sus secuencias (> 96 %) (Datos no
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mostrados). En la figura 4 se puede observar que el niimero de genes y la organizacién
de los mismos es altamente conservada, observindose variaciones de tamaiio solo en las
regiones intergénicas de estos genes (Fig. 4D, 4E, 4F). Adicionalmente, se encontré dos
grupos de genes ##b en la cepa de 4. ferrooxidans ATCC 53993, uno de ellos localizado

dentro de la isla genémica de aprox. 160 Kb que solo ésta posee (Fig. 4E, 4F).

Analisis de la expresion diferencial de los genes del posible SSIV de A. ferrooxidans.

Por medio de macroarreglos de ADN, se encontrd que los genes del SSIV de A,
ferrooxidans tienen niveles de ARN mds altos cuando se crecia la bacteria en azufre
elemental que cuando se crecfa en ién ferroso (Fig. 5, Tabla 4), lo que confirma los
resultados obtenidos previamente por nuestro grupo (Valenzuela y col., 2006). Hasta el
momento, estos resultados sugieren la presencia de un posible SSIV en A. ferrooxidans,
que se expresa cuando el microorganismo crece en un sustrato sélido, donde se sabe que

forma biopeliculas (Valenzuela y col., 2006).

traG  virBl1  trbl twbJ wbE wbD BB exp-l

Figura 5. Expresion de algunos genes del SSIV de A. ferrooxidans. Macroarreglos de ADN a
partir del ARN extraido de células de 4. ferrooxidans crecidas en medio suplementado con
azufre (A) o i6n ferroso (B). Se incluyé en las membranas un fragmento del gen de la expansina-
1 de Prunus persica (exp-1) como control de marcacion e hibridacion.
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Tabla 4. Niveles de ARN de los genes del SSIV de 4. ferrooxidans ATCC 23270.
INRX x107 (CV) Razén de cambio

i

Gen

trbl 1,9 (0,49) 0,09 (0,35) 21,3

1raG 1,2 (0,17 025 (032) 49

Lo 20040 (022
INRX: intensidad neta relativa promedio correspondiente a 6-8 manchas de cada gen.
CV: coeficiente de variacién, NA: no analizado. ND: no detectado

Importancia de la proteina VirB1 de A. ferooxidans en el funcionamiento del SSIV
de A. tumefaciens mediante ensayos de complementacién genética heteréloga.
Debido a la dificultad que presenta la aplicacién de técnicas genéticas en 4.
JSerrooxidans y a que las proteinas del SSIV de A. ferrooxidans poseen alta similitud con
las proteinas del SSIV de 4. tumefaciens, se evalud la capacidad que tiene el gen que
codifica la proteina VirB1 de A. ferrooxidans, virBl1, de complementar funcionalmente
una mutante de A. fumefaciens, la cepa PC1001 (dvirBI), mediante ensayos de
transferencia del pldsmido, para evaluvar la capacidad de reestablecer la fincin
conjugativa de este sistema; y la formacion del tumor en bioensayos con papa y

zanahoria, para evaluar la capacidad de reestablecer la funcién de translocacién de
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proteinas. Ambos ensayos permitiran conocer la importancia de la proteina VirBlaf, con
un dominio transglicosilasa (Anexo 1), en el ensamblaje de un SSIV heterdlogo.

En los ensayos de la formacién del tumor, la cepa mutante de A. tumefaciens
PC1001 carecié de la capacidad de formar tumores en los discos de zanahoria y papa
(Fig. 6B), a diferencia de la cepa silvestre de A. tumefaciens A348 (Fig. 6A). Cuando se
transformd la cepa mutante con el pldsmido sin el inserto (pTrc200), no se observd
ningtn efecto en la formacién del tumor (Fig. 6C), sin embargo, esta capacidad se
restablecié cuando se transformé la cepa mutante con pTrc-Blsuis v pTre-Blaf y se
indujo la expresién de ambas protefnas en la mutante de 4. tumefaciens (Fig. 6D, 6E).
En la figura 7, se puede observar que €l gen virB! de A. ferrooxidans tiene la capacidad
de reestablecer la formacion de tumores por una mutante de 4. tumefaciens PC1001 en
un 57 %, mientras que virBI de B. suis en un 36 %. Los andlisis estadfsticos indican que
existe una diferencia estadisticamente significativa entre la cepa silvestre y
complementadas versus la cepa mutante sin complementar (p < 0,0001) (Fig. 7), lo que
indica que la cepa silvestre y la complementada, tuvieron una capacidad similar de
producir tumores. Al mismo tiempo, se evalud un segundo fragmento del gen virBI de
A. ferrooxidans de 670 pb (virBlaf2) que codificaria una proteina VirBlaf con una
delecién de 32 aminodcidos en su dominio N-terminal. Aunque la capacidad de
reestablecer la formacién del tumor por parte de esta proteina VirBlaf mutada (27 %)
fue menor que la no mutada (57 %), se observé que no hubo diferencia estadisticamente

significativa entre la actividad observada con la proteina mutada y la no mutada (Fig. 7).
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Figura 6. Complementacion genética de A. fumefaciens PC1001 (4virBI). Se clono el gen
virBIl de A. ferrooxidans en el vector pTrc200. pTrc-Blaf se uso para transformar A.
tumefaciens PC1001 (AvirB1). La expresion del gen virB/ se indujo con 1 mM de IPTG y los
genes del SSIV de A. rumefaciens con acetosiringona 300 uM por 4 h. Se evalud la formacion
del tumor en discos de zanahoria y papa de 2 cm de diametro que se inocularon con 30 pl de
A) A. tumefaciens A348 (silvestre): B) medio de cultivo LB (control negativo): C) 4.
tumefaciens PC1001 transformada con pTre200; D) A. tumefaciens PC1001 transformada con
el gen virBl de B. suis (pTre-Blsuis), E) A. tumefaciens PC1001 transformada con el gen
virBl de A. ferrooxidans (pTrc-Blaf). En la columna 1: zanahoria: en la columna 2: papa: en
las columnas 3 y 4: coloracion de la papa con lugol.
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Actividad de formacién deltumor
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10~

Tumores / disco de papa

Figura 7. Actividad de formacién del tumor en mutantes de A. fumefaciens PC1001
(4virBI). NtGmero de tumores por disco de papa producidos por 4. fumefaciens A348 (silvestre);
A. tumefaciens PC1001 (dvirBl) transformada con pTrc200 (PCI001AB1); A. tumefaciens
PC1001 transformada con el gen virBl (PC1001Blaf) y virBl mutado de 4. ferrooxidans
(PC1001B1af2); A. tumefaciens PC1001 transformada con el gen virBi de B suis
(PC1001B1suis). Las barras de error indican las desviaciones esténdar de los resultados de 3
experimentos independientes. Se realizaron analisis estadisticos usando una ANOVA de dos vias
y la prueba post-hoc Dunnet usando el programa estadistico Prisma v5.0. p < 0,0001

Por otro lado, en los ensayos de transferencia del pldsmido (Fig. 8), se observé
que la mutante de 4. tumefaciens PC1001 poseia un 59 % de capacidad de transferir el

2

plasmido pLS1, lo cual es estadisticamente significativo con respecto a la actividad
observada con la cepa silvestre (p < 0.05). A diferencia de ésta, las mutantes PC1001
complementadas con virBlsuis y virBlaf presentaron una capacidad de transferencia del
plasmido de 70 y 87 %, respectivamente. Adicionalmente, la complementacién con el
segundo fragmento del gen virBI de A. ferrooxidans de 670 pb (virBlaf2) no tuvo

ningiin efecto significativo en la transferencia del pldsmido pLS1, ya que se comport6 de

la misma forma que la mutante PC1001.
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Figura 8. Complementacién de la actividad donadora del plismido pLS1 en PC1001. La
cepa donadora A348 (pLS1) y PC1001 (AvirBI) (pLS1) con el pTrc200 con y sin el gen virBI se
cocultivaron con la cepa recipiente de 4. tumefaciens GV3101 (pTiA6) por 3 dias en presencia
de IPTG y acetosiringona (AS) seguido por la cuantificacién de las células transconjugantes
(TK/D = transconjugantes por donador). Las cepas usadas fueron: 4. tumefaciens A348 (pLS1)
(silvestre); A. tumefaciens PC1001 (pLS1) transformada con pTre200 (PC1001ABI1); A.
tumefaciens PC1001 (pLS1) transformada con el gen virBI de B. suis (PC1001Bl1suis); 4.
tumefaciens PC1001 (pLS1) transformada con el gen virB7 (PC1001B1af) y virBI mutado de 4.
Jferrooxidans (PC1001B1af2). Las barras de error indican las desviaciones estiandar de los
resultados de 3 experimentos independientes, p <0.05.

Los resultados obtenidos en los experimentos de complementacién genética
heterdloga con el gen virBiaf sugieren que la proteina VirB1 codificada por este gen,
podria ser importante en el ensamblaje y funcionamiento del posible SSIV presente en

A. ferrooxidans.

Caracterizacion de la actividad relaxasa VirD2 de A. ferrooxidans.

El gen virD2 identificado en el SSIV de A. ferrooxidans (Fig. 3) codifica una

proteina que posee un dominio relaxasa en su estructura (Anexo 1). Es conocido que
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proteinas de este tipo estdn involucradas en la transferencia del ADN a través del SSIV.
La relaxasa VirD2 de 4. fumefaciens se une al origen de transferencia (o#iT) y corta la
cadena de ADN destinada para la transferencia y permanece unida covalentemente al
extremo 5°, formando un complejo nucleoprotéico VirD2—ADN. Por lo tanto, la relaxasa
es una proteina importante dentro del complejo llamado relaxosoma, que permite la
interaccion entre el ADN blanco de transferencia y las proteinas del Mpf, especialmente,
con la protefna acopladora TraG/VirD4 del SSIV (Cascales y Christie 2004).

Para caracterizar la actividad relaxasa de la proteina VirD2 de 4. ferrooxidans, se
analiz6 el genoma del microorganismo en busca de posibles sitios de reconocimiento y
corte por parte de la relaxasa (sitios oriT), se expresé y purificd la proteina VirD2, se
realizaron ensayos de relajacion del pldsmido in vitro y se determiné la interaccién
proteina-ADN por medio del ensayo cambio en la movilidad electroforética (EMSA)

descrita por Kopec y col. (2005).

Identificacién de los sitios oriT en A. ferrooxidans.

Inicialmente, se hizo una bisqueda de los posibles sitios oriT presentes en el
genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270 usando la secuencia consenso de los oriT
descrita por Kurenbach y col. (2002). La busqueda arrojé mdas de 1000 sitios oriT en el
genoma de A. ferrooxidans por lo que se limité con las secuencias consenso
AAGTGCGCCC y ACAATGCGCACT, que correspondian solamente al sitio wic de los
oriT descritos por Kurenbach y col. (2002). Con éstas, se encontraron 11 posibies sitios
de corte distribuidos en diferentes lugares del genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270

(Fig. 9). Para definir estas secuencias como verdaderos sitios oriT y poder usarlas en los
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ensayos in vitro. se analizaron las primeras 50 pb rio arriba del sitio nic, en busca de
repetidos invertidos, que se conocen por su importancia en la formacion de estructuras
secundarias necesarias para el reclutamiento de las proteinas del relaxosoma en los sitios
oril (Garcillan-Barcia y col., 2009). De los once, 10 ori7 identificados poseian dichas
secuencias palindromicas, por lo que podrian ser utilizados en los analisis in vitro aqui
contemplados v, por su localizacion aledafia a genes de interés en el genoma de A.
ferrooxidans (Anexo 2), se seleccionaron los oril4, 6 y 9 para ser analizados en los

ensayos de EMSA vy de relajacion del plasmido in vitro.

1 10 0 30 40 52
Aferl ----gecccecBAAAAAA CJ\ATGCTICCGCAAGC BTSCGCCCAC
Afer2 ---GTATCAACAAG CGTCTGRGCGAT-GT TGCBCCCGo
Afer3 GGGATACTTTGEGG CCCTGACGG--~-~-C THLESCC-C
Aferd --GGTACCCGCHCCGGCGGRGATCTTCTTTTTACE TGCGCCCTGC
Afer5 ---atceTar-Bacclcc GCCAGBCTGATCCC TGHCGoCC-6

TSCECCTCA
GLGCCTGG
TGCGCTCAG
-THCGCC (@G

GAAACBATACATTC
GGTACABCGGCAT--
CCCGCAAGGCCGT--ATGAA
GecGATHAAT----cclleTC

Afer6 -TTGAGGTCA-BCCACG
Afer7 --cAGAAAGCCETACAA
Afer8 --GGTCCTGCCGCATCAT
Afer 9 -G-rc-rcnc'rclce GC

Aerll --AGCCCAATCRCGGRCTGRTGCCGTACCAT--GCCRBT-~C GCECCCRG
Aferll CCTGCCGGAT----GETCGETGCGATCTCATC-GCGRTA-CABTSCecoclG
1 I e GCHETA TeCe-CCRT
L e AlrTaccaccesTaACATH- - roceccel-
pMRCO1 ~--------oo- ACACCACCCAATTTTTCGAGTGG TG Tececccl-
pSCI0T === - mm o - rl::rnmeaal'mnsau TC rececccl)-
PTFl =m e e e me e GGG ~-CTGAAM---AGATTACTCTRARTGCGCccl-
PTIC58 == === mmmm s e e mm e e e cABTATRATTGCeccclT
R1162 ---------- c'm:' l*--—CGAil-——AGAAACCGG AATGCGCcocl-
RSFI010 --=------- clrc ---CGAAM---AGaarccooTRARTOcocaclc
Consenso T G AAGTGCGCCCT

Figura 9. Alincamiento de las secuencias nucledtidicas de los sitios oriT
encontrados en el genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270. Sitios oriT encontrados
en ¢l genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270 (Aferl-11) alincados con las secuencias
de los sitios ori? de los plasmidos: [P301, KJ50. MRCO1. SC101, TF1, TIC58. R1162
v RSF1010. En amarillo. la region del sitio de corte por parte de la relaxasa. sitio nic.
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Caracterizacion de la proteina VirD2 de A. ferrooxidans

En la estructura general de las relaxasas, el extremo N-terminal posee un dominio
con actividad endonucleasa y un dominio de unién al DNA; mientras que el extremo C-
terminal contiene un dominio con actividad helicasa y/o funciones relacionadas con su
asociacién a la membrana y con la interaccion proteina—proteina (Lorenzo-Diaz y col.,
2011). Nuestros andlisis bioinforméticos mostraron que las proteinas VirD2 de A.
Jferrooxidans ATCC 23270 y 53993 poseen en su extremo N-terminal un dominio
relaxasa clasificado en la base de datos de dominios conservados como COG3843 (E-
value: 1.31e-12). Dentro de éste, se encontraron dos motivos importantes para su
clasificacion y actividad relaxasa (Fig. 10). El motivo I participa en el ataque
nucleofilico en el sitio de corte y el motivoe Il se encarga de activar la tirosina del
motivo I uniéndose a metales catiénicos como Mg** o Mn*2, La presencia de estos dos
motivos y la ausencia del motivo II indican que la relaxasa VirD2 de 4. ferroxidans
pertenece a las relaxasas de la familia IncQ, en las cuales se conoce que el motivo II,
presente en otras relaxasas, no es necesario para cortar ni movilizar el ADN por parte de
este tipo de relaxasas (Monzingo y col, 2007). Esto concuerda con la secuencia
consenso de los oriT encontrados (AAGTGCGCCC) en el genoma de 4. ferrooxidans

(Fig. 9) que es reconocida y cortada especificamente por esta familia de relaxasas.
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Figura 10. Alineamiento del dominio COG3843 de las relaxasas de la familia IncQ.
Secuencias del dominio relaxasa de las principales relaxasas de la familia IncQ presentes en
los SSIV de los plasmidos: IP501, RE25, MRCOL. GOI. TF1. RSF1010 alincadas con el
dominio relaxasa de las proteinas VirD2 presentes en el SSIV de A. ferrooxidans ATCC
23270y 53993, Se resaltan los motivos [ v III caracteristicos en esta familia de relaxasas. En
amarillo, los residuos cataliticos de cada motivo.
Evaluacion de la interaccion VirD2-ADN por medio de ensayos EMSA.
Es conocido que la interaccion entre la relaxasa y el oriT es especifica de
secuencia v estructura, debido a que esta secuencia contiene repetidos invertidos v

secuencias ricas en AT necesarias para esta interaccion. Adicionalmente. las relaxasas

. . 2 o) L .,
requieren de cofactores divalentes (Mg”' o Mn*') para el reconocimiento y unién a las
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secuencias oril, pero son mas importantes para la actividad de corte en el sitio nic
(Garcillan-Barcia y col., 2009; Lorenzo-Diaz y col., 2011). Una vez estandarizados los
ensayos (ver materiales v métodos). se seleccionaron las mejores condiciones de

reaccion (Fig. 11).

Oligo C- Oligo oriT4 Oligo oril6 Oligo eriT@

| | A A

No proleina
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DNA nounido

Figura 11. Ensayo de cambio en la movilidad electroforética (EMSA). Se disefiaron
oligonucledtidos de 50 pb de los 11 ori? identificados en A. ferrooxidans ATCC 23270 y se
marcaron con |y --P| ATP. Se mezclaron 10 fmol de oligonucledtidos radiomarcados con
concentraciones crecientes de la proteina VirD2 (0. 5. 7.5 v 10 uM) por 30 min de incubacion a
45 °C. Las muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida nativo al 10 % (w/v) v se realizo la
electroforesis por 90 min a un voltaje constante de 90 V. Como control negativo se disefid un
oligonucleétido sin secuencias homologas a los oril de 4. ferrooxidans (oligo C-). Los ensayos
se realizaron con oligonucledtidos de ADNss conteniendo los 0ri74, 6 y 9 en ausencia de Mg~
(A) v en presencia de 10 mM de Mg~ (B). Ensayos con oligonucledtidos de ADNds
conteniendo los oriT4 v 6 en presencia de Mg”" se muestran en C.
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Los anilisis de EMSA realizados mostraron que la proteina VirD2 reconoce y se
une a oligonucledtidos de ADNss que contienen los 0riT4, 6, y 9 presentes en el genoma
de A. ferrooxidans, en ausencia y presencia de 10 mM de Mg2+ (Fig. 11A, 11B).
Adicionalmente, esta interaccién también se observd cuando el ADN estd en doblehebra
conteniendo los oriT4 y 6 en presencia de 10 mM de Mg?* (Fig. 11C). Es importante
resaltar que no se observo la formacion de complejos ADI;I—proteina cuando se utilizo el
oligonucledtido control (Oligo C-) que contenia una secuencia aleatoria no similar a los

oriT evaluados en este ensayo (Fig. 11A, 11B, 11C).

Evaluacion de la actividad relaxasa de la proteina VirD2 de A. ferrooxidans

Con base en los resultados obtenidos en EMSA, se disefiaron experimentos de
relajacion del pldsmido in vitro para determinar la capacidad de la proteina VirD2 de 4.
Jerrooxidans de relajar un plésmido que contuviera las secuencias oriT4, 6 y 9, segin
protocolo descrito por Kurenbach y col. (2002). En presencia de la proteina VirD2af, se
observé una disminucién en la intensidad del plasmido superenrollado (ccc) que
contenia las secuencias oriT4, 6 y 9 (pDL2770riT") y un aumento en la intensidad de
una banda correspondiente a la forma relajada del plasmido (oc) (Fig. 12A). Al
comparar la intensidad de las bandas ccc de los pldsmidos que contenfan los oriT4, 6 y
9, se encontrd que esta intensidad disminuyd en aproximadamente un 71, 90 y 87 %,
respectivamente, en presencia de la protefna VirD2af: mientras que la intensidad de la
banda oc aumenté un promedio de 97,8 %, en los plasmidos que contenian los orif4, 6y

9 en presencia de la enzima. En los pldsmidos usados como controles negativos,

RSF1010 y pDL277, no se observd ninguna diferencia significativa en la intensidad de




las bandas ccc y oc, cuando se compararon en presencia y ausencia de la enzima (Fig.

12B, 12C).
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Figura 12, Actividad relaxasa de la proteina VirD2 de A. ferrooxidans. A) El plasmido
pDL277 conteniendo una regién de 300 pb con los oriT4, 6 y 9 (6.9 kb) se usé como sustrato
para la reaccién en ausencia () y presencia de la proteina VirD2af (+). Como control negativo se
usé B) el plasmido RSF1010 (familia IncQ) (8.7 kb) y C) el pldsmido pDL277 sin secuencias
oril (6.6 kb). La mezcla de reaccién contenia 150 ng de cada plidsmido y 40 veces de exceso
molar de VirD2af. CCC (covalently closed circular): forma superenrrollada; OC (open circular):
forma relajada; L (lineal): plasmido lineal. M: marcador de peso molecular en kilobases.
Adicionalmente, en presencia de la protefna VirD2, se observé la aparicién de
una banda intermedia (L) con un tamafio de aproximadamente 6,9 kb, correspondiente al
tamafio lineal del plésmido pDL277 cuando contenia los oriTs de 4. ferrooxidans (Fig.

12A). Esta banda también se observé presente en el plasmido control pDL277 que no

contenia los sitios oriT de 4. ferrooxidans (Fig. 12C) pero no, en el otro plasmido usado
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como control negativo, RSF1010 (Fig. 12B), lo que podria estar en consonancia con lo
reportado por otros autores, que reportaron la capacidad que tienen algunas relaxasas de
hacer un corte en la doble hebra del ADN de forma inespecifica cuando se evalfa en
ensayos in vitro (Vedantam y col.,, 2006; Rocco y Churchward, 2006; Grove y col.,

2013).

Andlisis evolutivo del SSIV de A. ferrooxidans

Los resultados de Frank y col. (2005) y Juhas y col. (2007) demuestran que los
SSIV se agrupan filogenéticamente segin su funcién de secrecion de proteinas,
conjugacion o sistemas de competencia basados en los drboles filogenéticos construidos
con la secuencia del gen #bE/virB4 por ser un gen que es constante en todos los SSIV
descritos hasta el momento. Dado que los genes del SSIV estdn presentes en las dos
cepas de A. ferrooxidans, ATCC 23270 y 53993 y a que los genes de los 3 posibles
sistemas poseen alta similitud en sus secuencias (> 96 %), un andlisis filogenético
permitiria aproximar sus posibles funciones. Se construyé un édrbol filogenético con las
secuencias de genes homoélogos a fbENIrB4 descritas en otros sistemas y
microorganismos. Los andlisis filogenéticos mostraron como estos genes se agruparon
en 3 diferentes clados monofiléticos (Fig. 13). El clado representado por la linea roja,
denominado VirB, agrupé genes de SSIV relacionados con la transferencia de protefnas
efectoras (bootstrap 100 %). Otro clado representado por la linea naranja, ComB, agrup6
genes de SSIV relacionados con mecanismos de toma y liberacién de material genético
(bootstrap 100 %) y un tercer clado representado en verde, Trb, agrupé los genes #bE

relacionados con SSIV especializados en procesos conjugtivos (bootstrap 97 %). Al
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analizar la localizacion de los genes irbE presentes en A. ferrooxidans ATCC 23270 y
53993 en este arbol filogenético, se observod que éstos se gruparon en el clado Trb que
alberga genes homologos de otros SSIV relacionados principalmente, con eventos de
conjugacion.

4 Acdithiobacillus farmoonidans, 53993 ISLA
Acidithiobacillus ferrooxidans. 53993 GENOMA
Acidithiobacillus farrooadans 23270
Mesorhizebium lot MAFF 303099 — Trb

Psaudomonas asruginosa UCBPP-P
Plasmid RIK2

Sinorhizobium fredu NGR 234

Agrobacterium umefaciens str o —_—
Halicabacter pylon 26695 Com B
: Campylobacter jejuni subsp. je
Rusgeria sp. PR1b —

C Agrobacterium umefaciens str Avhe
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Escharichia coli
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Bordatella pertussis Tohama |
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Figura 13. Arbol filogenético del gen trbE de A. ferrooxidans. La topologia v el largo de las
ramas estan acordes a las reconstrucciones hechas con el maximo de verosimilitud (maximum
likelihood) hechas con el programa Geneious v3.4. Los grupos monofiléticos son representados
por colores que indican porcentajes de agrupamiento: verde 97 %. naranja 100 % v rojo 100%.
segin los valores de hootstrap obtenidos a partir de 500 réplicas. Los genes 1bFE de A
Jerrooxidans se agruparon con otros genes frbF asociados a SSIV que participan en procesos
conjugativos. Los numeros de acceso de los genes analizados en esta grafica se encuentran
disponibles en Frank y col. (2005).




DISCUSION

Esta es la primera descripcién y andlisis de la expresién y funcionalidad de un
SSIV en uma bacteria de importancia industrial que participa en procesos de
biolixiviacién. La identificaciéon de genes homoélogos a los SSIV VirB y Trb de 4.
tumefaciens en A. ferrooxidans ATCC 23270 y ATCC 53993 es un hallazgo importante
que sugiere la presencia de un sistema genético que codificaria las proteinas necesarias
para una maquinaria de secrecion tipo IV en esta bacteria, la cual estaria compuesta por
cuatro elementos o subestructuras importantes que caracterizan los SSIV funcionales
descritos hasta el momento (Fig. 14B): 1) la proteina acopladora, TraG; 2) el
componente energético, que estaria compuesto por las ATPasas TraG, TrbB y TrbE; 3)
un complejo proteico que formaria el canal de secrecién, TrbD, TrbL, TrbF, TrbGl,
TrbG2 y Trbl y; 4) un pili que, a diferencia de lo reportado en el SSIV de A. tumefaciens
(Fig. 14A), en A. ferrooxidans ATCC 23270 y 53993 estarfa conformado solo por la
proteina TrbC al no encontrarse en este sistema, un gen homélogo a virB3. Sin embargo,
Kalkum y col. (2002) y Yuan y col. (2005) han descrito que la proteina TrbC es el
principal componente de esta estructura extracelular; mientras que la proteina VirB35, es
un componente ausente en varios SSIV descritos a la fecha (Christie, 2004; Jakubowski
y col., 2009; Banta y col., 2011). Adicionalmente, el hallazgo de un gen homélogo al gen

irbJ de A. tumefaciens, sugiere la presencia de un sistema en A. ferrooxidans similar al
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observado en E. coli denominado, exclusion de entrada, un mecanismo que evita que las
células de tipo F' puedan actuar como receptoras frente a otras F'; ya que la proteina
codificada por este gen, TrbJ, confiere dicha exclusién de superficie en la transferencia
del plasmido RP1 en Pseudomonas aeruginosa (Lyras y col., 1994). Similar a lo descrito
por Barreto y col. (2003), el gen #bG, que codifica una proteina de membrana externa
formadora del canal, la secretina, se enconird duplicado en los sistemas Trb descritos en
A. ferrooxidans ATCC 23270 y 53993 (Fig. 3D). Aunque se desconoce cudl pueda ser la
implicacién que esto tenga en la funcionalidad del sistema, se han descrito SSIV que
poseen un pili de mayor grosor asociado a un componente de membrana externa, mas
ancho para facilitar su ensamblaje (Alvarez-Martinez y Christie, 2009; Chandran y col.,
2009; Torker y col., 2014).

Con relacion a los genes no identificados en el sistema Trb de 4. ferrooxidans,
virb5 y virB7, existen reportes que indican que estos mismos genes se encuentran
ausentes en el 25 % de los SSIV caracterizados y han demostrado no ser esenciales para
el funcionamiento de los mismos (Gluglielmini y cel.,, 2013). Es interesante mencionar
que la organizacion genética que presentan los genes del SSIV aqui descritos, es la mis
frecuente en la naturaleza y que la organizacion observada en A. fumefaciens es la menos
comiin reportada (Gluglielmini y col, 2013). Todas las variaciones en la estructura y
organizacion de los genes de los SSIV observados en la naturaleza pueden ser una
caracteristica especial de cada sisterna, que indicaria la necesidad del microorganismo de
adaptar una maquinaria de secrecion tipo IV, acorde con sus caracteristicas fisiologicas.

Es conocido que los SSIV poseen diversidad funcional y que estdn ampliamente

distribuidos en los genomas de bacterias y plasmidos, al punto de observarse la
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presencia de dos o varios SSIV en el genoma de una misma bacteria (Cascales y
Christie, 2003; 2004). Con la publicacion de la secuencia del genoma de la cepa de 4.
Jerrooxidans ATCC 53993, se encontr6é que los genes del SSIV estdn presentes en dos
cepas de A, ferrooxidans ATCC 23270 y 53993, y que la cepa de A. ferrooxidans ATCC
53993 posee dos SSIV, uno de ellos localizado en la isla genémica propia de esta cepa y
el otro, en otra regién del cromosoma fuera de la isla. Lo conservado de sus secuencias y
organizacion genética podrian ser el producto de eventos de transferencia genética entre
estas dos cepas.

El hallazgo de estos sistemas Trb en ambas cepas de A. ferrooxidans, es de
especial interés a la luz de reportes recientes sobre el genoma de estos microorganismos.
Un resultado interesante ha sido la identificacion de islas genémicas presentes en cada
una de estas cepas secuenciadas que, por sus caracteristicas, parecen ser elementos
genéticos adquiridos a través de mecanismos de transferencia horizontal de genes (THG)
(Levican y col., 2009; Valdés y col, 2010; Orellana y Jerez, 2011; Bustamante y col.,
2012). De éstos, los resultados obtenidos por Bustamante y col. (2012} demostraron la
existencia de una regidn de 291 kpb en el genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270 con
caracteristicas de un elemento conjugativo integrativo (ICE) que posee la capacidad de
escindirse del genoma en condiciones de estrés. Mas interesante ha sido la identificacion
de genes homologos al sistema conjugativo Tra del plasmido F en 3 regiones de esta
secuencia, los cuales, segin los autores, podrian estar involucrados en la transferencia
conjugativa de este interesante ICE. La descripcion de genes tra y #rb en el genoma de

A. ferrooxidans ATCC 23270 es, sin duda, un hallazgo importante que permitira
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explorar, con otros estudios experimentales, la capacidad de este microorganismo de
realizar procesos de THG entre los microorganismos presentes en su entorno.

En este sentido, la presencia de un SSIV es importante para que los
microorganismos lleven a cabo diversos procesos fisiologicos que le permitan
interactuar con el medio y/o con otros microorganismos que hacen parie de su ambiente.
Los andlisis filogenéticos indican que los posibles SSIV de A. ferrooxidans se relacionan
con otros SSIV que participan en eventos de conjugacion, lo que sugiere que el SSIV de
A. ferrooxidans le permitiria a la bacteria tener la capacidad de intercambiar
macromoléculas como ADN o complejos ADN-proteina con las bacterias de su misma
especie y con otras de su entorno. Esta transferencia de genes entre los microorganismos
es un mecanismo importante de adaptacion microbiana a los cambios ambientales
(Schmidt-Eisenlohr y col, 2001), lo cual es especialmente importante, ya que A.
Jferrooxidans hace parte de un consorcio de microorganismos biomineros en su ambiente
natural y la identificacién de este tipo de sistemas en esta bacteria biolixiviante, ayudara
a los investigadores que buscan mejorar las actividades de estos consorcios para su
aplicacion en faenas mineras (Brune y Bayer, 2012),

A. ferrooxidans es una bacteria quimiolitoautotréfica capaz de vivir en diferentes
condiciones ambientales, ya que obtiene su energia a partir de la oxidacién del ién
ferroso, azufre elemental y sulfuros metdlicos. Con los resultados obtenidos en esta tesis,
se observé que los genes del SSIV de A. ferrooxidans se expresan, preferiblemente,
cuando la bacteria crece usando azufre (sustrato sélido) como fuente de energia, lo que
sugiere una participacion de este sistema en los procesos fisioldgicos que la bacteria

realice al crecer en estas condiciones, ya sea en procesos de adherencia al sustrato o
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procesos conjugativos. Teniendo en cuenta las caracteristicas de este sustrato, las
funcicnes del SSIV y los resultados obtenidos en esta tesis, cuando la bacteria crece
formando biopeliculas alrededor de este sustrato sélido, se le facilitaria tener un contacto
estrecho entre las bacterias que alli se encuentran, favoreciendo una THG mediante
procesos de conjugacién; al igual que lo observado en las biopeliculas formadas por
Vibrio sp. (Angles y col, 1993), E. coli (Kr6l y col., 2011) y Staphylococcus aureus
(Savage y col., 2013), donde se reportd un incremento en la transferencia de plasmidos
asociados con la multiresistencia a medicamentos entre las células presentes en la
biopelicula, comparado con las células planctonicas. Estos hallazgos, junto a ofros
reportados (Rawlings, 2005, Andersson y Banfield, 2008; Orellana y Jerez, 2011,
Bustamante), sugieren que las condiciones de cultivo de 4. ferrooxidans, no son un
impedimento para llevar a cabo eventos de THG, y que por el contrario, existe un
intercambio de material genético constante entre estos microorganismos.

Es importante para la funcionalidad del SSIV, un correcto ensamblaje del
complejo proteico en las membranas celulares. Para esto, el producto del gen virBI, con
su actividad transglicosilasa, degrada parcialmente la pared celular y permite un
ensamblaje correcto de la maquinaria de secrecién tipo IV en las bacterias Gram-
negativas. El SSIV de A. ferrooxidans posee un gen que codifica una proteina con
dominios importantes para una actividad transglicosilasa litica, y para evaluar su
participacién en el ensamblaje de un SSIV, se realizaron ensayos de complementacion
genética en un sistema heterdlogo como A. tumefaciens debido a la dificultad que
presenta la aplicacion de técnicas gendticas en 4. ferrooxidans. Los resultados

demuestran la capacidad que tiene el gen virBl de 4. ferrooxidans para complementar,

54




funcionalmente, mutantes de A. fumefaciens en el sistema VirB/D4, permitiéndole a esta
mutante reestablecer parcialmente su capacidad tumorigénica (57 %) y su capacidad de
transferir un plasmido de la familia IncQ, pL.S1 (87 %). Estos resultados sugieren que la
transglicosilasa litica VirB1 de 4. ferrooxidans permite un ensamblaje del SSIV de A.
tumefaciens adecuado para facilitar la transferencia de complejos ADN-proteina
importantes para la formacion de tumores en las plantas y, adicionalmente, facilitando Ia
transferencia de material genético mediante procesos conjugativos con bacterias de su
misma especie o con aquellas que se encuentren en su entorno.

Es de especial interés, resaltar la capacidad de este sistema en reconocer y
transferir plasmidos de la familia IncQ, ya que los plasmidos descritos en algunas cepas
de A. ferrooxidans, pTF1 y pTF-FC2, se han caracterizado y clasificado dentro de esta
familia de plasmidos (Drolet y col, 1990, Drolet y Lau, 1992 y Rawlings, 2005).
Ademas, se caracterizan por ser plasmidos movilizables, los cuales, al poseer solo en su
estructura genética la cantidad de genes minimos para facilitar su transferencia a través
de procesos conjugativos, no poseen los genes que codificarfan las protefnas de la
magquinaria Mpf, Por lo tanto, nuestros hallazgos podrian estar en consonancia con lo
reportado por Garcillan-Barcia y col. (2009) que indican que la presencia de un SSIV
podria facilitar la transferencia conjugativa de elementos genéticos movilizables, que en
el caso de 4. ferrooxidans, podrian ser los plasmidos que esta posee.

También es importante mencionar que, aunque estos plismidos se han definido
como plasmidos cripticos, se han identificado en su secuencia, transposones de la

familia Th21 implicados en el esparcimiento de genes que confieren resistencia a

antibidticos como los aminoglicosidos, B-lactamasas, sulfonamidas, cloranfenicol y
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tetraciclinas (Grinsted y col., 1990). Dado el ambiente inorgénico y 4cido en el que crece
A. ferrooxidans, ésta no estaria expuesta a este tipo de moléculas pero si, a genes que
confieren resistencia a metales (mercurio y arsénico) u otro tipo de metabolismo que
puedan ser adquiridos por THG, como lo sugieren los resultados de Ciennel y col.
(1995) y Kaliaeva y col. (2001), quienes reportaron el hallazgo de genes similares al gen
merR y al gen glutaredoxina, incluso, la presencia de un operén mer conformado por los
genes merR, T, P y A dentro de la regién variable de esta familia de transposones
presentes en los plasmidos pTF-FC2 de 4. ferrooxidans.

En la transferencia del ADN desde Ia célula donadora a la receptora por medio
del SSIV, esti involucrado un reconocimiento del sitio 077 en el ADN a transferir
seguido por un corte en la molécula del ADN para permitir su liberacion. Este
reconocimiento y corte es llevado a cabo por la relaxasa VirD2 en 4. tumefaciens
(Kopec y col., 2005). Los andlisis en la secuencia del ADN de 4. ferrooxidans ATCC
23270 evidenciaron la presencia de al menos 11 secuencias tipo oriT que se encontraron
ampliamente distribuidas en el genoma, indicando posiblemente, la presencia de una
diversidad de genes en el genoma de A. ferrooxidans susceptibles de ser transmitidos por
mecanismos que involucren el reconocimiento y corte de estas secuencias oriT por parte
de proteinas con actividad relaxasa, y de esta forma, contribuir al esparcimiento de estos
genes que traerfan ventajas evolutivas y/o fisiologicas en esta bacteria de interés
industrial.

En este sentido, el producto de los genes virD2 de A. ferrooxidans ATCC 23270
y 53993 es una proteina con un dominio relaxasa. La evaluacién in vitro de la actividad

relaxasa de la proteina VirD2 de A. ferrooxidans ATCC 23270 mostré que esta proteina
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posefa afinidad por los 3 sitios oriT evaluados en ausencia de proteinas accesorias del
relaxosoma. Esta unién se evidencié en los ensayos EMSA cuando la proteina VirD2 de
A. ferrooxidans formé complejos con oligonucledtidos de ADNss y ADNds que
contenfan secuencias oriT de A. ferrooxidans en presencia y ausencia de un cofactor
divalente como el Mg*2, Adicionalmente, en los ensayos de relajacién del plasmido in
vitro, se observd que dicha proteina tiene la capacidad de relajar un pldsmido
superenrrollado que contiene estas secuencias de transferencia y en presencia de Mg+2.
Estos resultados concuerdan con los observados en otros estudios (Matson y Morton,
1991; Llosa y col., 2003; Vedantam v col., 2006; Rocco y Churchward, 2006; Grove y
col,, 2013), donde las relaxasas Tral del pldsmido F, TrwC del plasmido R388, Orf20
del transposon Tn2916, Mob del transposén Tn5520 y VirD2 de H. pylori, se unen y
cortan el oriT in vitro en ausencia de proteinas auxiliares del relaxosoma, requiriendo
solo la presencia de Mg*? y ADN superenrrollado para su actividad de corte. Lo anterior,
no solo concuerda con el hallazgo de los motivos I y III dentro del dominio relaxasa de
esta proteina, importantes para el reconocimiento y corte de los sitios oriT blancos de su
actividad, sino con las caracteristicas de accién enzimatica ampliamente descritas para
este tipo de enzimas relaxasa (Garcillan-Barcia y col. 2009; Smillie y col., 2010).

Es importante también resaltar, que las interacciones observadas en este estudio
entre VirD2 y las secuencias ori7, indicarian la capacidad que tiene esta enzima de
reconocer y cortar estos sitios que se encontraron ampliamente distribuidos en el
genoma de A. ferrooxidans. Esta interaccion permitiria que los genes aledafios a estas
secuencias, se conviertan en blanco de fransferencia por este sistema, Si bien los oriT

analizados, oriT4, 6 y 9, se seleccionaron por estar cerca de genes involucrados en el
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metabolismo del mercurio, genes de transferencia conjugativa (genes fra) y los genes del
SSIV de A. ferrooxidans descritos en esta tesis, respectivamente; los otros oriT
identificados, se encuentran aledafios a genes que podrian codificar protefnas para el
metabolismo y transporte de polisacdridos capsulares, el metabolismo del ADN
(reparacién, replicacion, helicasas, proteinas de unién), endonucleasas de restriccion tipo
I, ATPasas transportadoras de potasio y para proteinas involucradas en la formacion de
un pili tipo IV importante en procesos de adherencia. A esta interesante lista, se podrian
anexar como blancos de transferencia, aquellos genes contenidos en los elementos
movilizables pTF1 y pTF-FC2 (Grinsted y col, 1990; Clennel y col.,, 1995; Kaliaeva y
col, 2001) y conjugativos como el recientemente descrito ICEafel (Levican y col.,
2009; Bustamante y col., 2012 y 2014) presentes en el genoma de 4. ferrooxidans.
Incluso, se podria especular que la presencia de un ori7, ef oriT9, aledafio a los genes b
aqui descritos, podria ser ¢l responsable de transferir este grupo de genes entre cepas de
A. ferrooxidans; ésto por la alta similitud, organizacién genética y agrupacitn
filogenética de los 3 sistemas Trb identificados en esta tesis, dos en la cepa ATCC
23270 y uno en la 53993. Sin embargo, sc requiere de estudios experimentales que
permitan confimar estos resultados y supuestos.

Particularmente, la proteina VirD2af se uni6é a un plasmido superenrrollado que
contenia los oriT4, 6 y 9 de A. ferrooxidans generando dos formas relajadas del mismo,
la forma relajada (oc) y una banda intermedia (L). Esta tiltima present6 una movilidad
electroforética aproximada de 6,9 kb, que corresponde al tamafio lineal del plasmido que
contenia los oriTs de 4. ferrooxidans (pDL2770riT"), lo que indicarfa una actividad de

doble corte de la cadena de ADN por parte de la enzima relaxasa de 4. ferrooxidans.
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Estos resultados concuerdan con los reportados por otros autores, quienes confirmaron la
capacidad que tienen algunas relaxasas de hacer un corte en la doble hebra del ADN de
forma inespecifica cuando se evalfian en ensayos in vitro, debido a la carencia de
proteinas auxiliares que regulan el reconocimiento y corte del ADN blanco por parte de
la relaxasa (Vedantam y col., 2006; Rocco y Churchward, 2006; Grove y col,, 2013).
Este sitio de corte inespecifico pudo haberse localizado en la secuencia del vector usado
en nuestros experimentos, ya que esta banda también se observé cuando el plasmido
control, pDL277 sin oriT de A. ferrooxidans, estuvo en presencia de la enzima. Con
estos resultados, surge la necesidad de realizar estudios que permitan identificar las
proteinas auxiliares que puedan ser requeridas para la actividad relaxasa de la proteina
VirD2 de A. ferrooxidans.

En general, a partir de nuestros experimentos podriamos concluir que A.
Jferrooxidans posee un grupo de genes ¢rb relacionados con los sistemas de secrecion
tipo IV conjugativos, que se expresan preferiblemente, cuando el microorganismo crece
utilizando azufre como fuente energia. Algunos de estos genes, en especial virBI y
virD2, codificarian proteinas importantes para una funcionalidad potencial de este
sistema. La relaxasa VirD2af podria participar en los procesos de transferencia de genes
al reconocer y unirse a secuencias oril presentes en el ADNds, y cortarlo en el sitio nic
en presencia de Mg?*. Esta enzima serfa el punto de enlace entre el ADN que se va a
transferir y la maquinaria de secrecién tipo IV que se encontraria correctamente
ensamblada en las membranas de la célula, muy posiblemente, con ayuda de la proteina

VirB1.
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El hallazgo en el genoma de A. ferrooxidans de genes tra reportada por
Bustamante y col. (2012) y de genes trb aqui descritos es sin duda, un hallazgo
importante que se debe estudiar a fondo para comprender la funcionalidad de estos
sistemas en A. ferrooxidans y asi., identificar algunos procesos fisiologicos de este
microorganismo importantes para los mecanismos de biolixiviacién, como por ejemplo,
entender su comportamiento durante la formacion de las biopeliculas y su interaccién
con las bacterias del consorcio a través de mecanismos de conjugacion. Igualmente,
facilitaria el desarrollo de metodologias que permitan la modificacién genética de este

microorganismo y asi, potenciar su utilidad en los consocios y faenas mineras.
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