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RESUREN

La biolixiviaci6n es un proceso de solubilizaci6n de minerales insolubles utilizado

para  la  obtenci6n  de  metales  valiosos  en  yacimientos  de  baja  Icy  que  aprovecha el

metabolismo  energ6tico  de  bacterias  y  arqueas,  dentro  de  las  cuales  se  encuentra  la

baderia Gram-negz[tiIva, Acidithiobacillus thiooxidans.

Acidithiobacillus       thiooxidans      es      \ina.      I-proteohacteda.      acid6f]ila.      y

quiniolitoautotr6fica  que  participa  en  el  cousorcio  microbiano  de  biolixiviaci6n  de

minerales sulfurados. La uhi6n de la bacteria a la superficie del mineral y el desarrollo

de  una  biopelicula  es  un  paso  crucial  del  proceso.  En  numerosas  bacterias  Gran-

negativa,   los  procesos   de  adhesion  a  superficies  y  formaci6n  de  biopelfculas  se

encuentran bajo la regulaci6n del mensajero secundario c-di-Grm'. Este es sintetizado a

partir de GTP por proteinas con actividad diguanilato ciclasas a)GCs) y degradado por

proteinas  fosfodiesterasas  (PDEs).  Mediante  cinco  clases  de receptores  de naturaleza

proteica y un dominio receptor conservado n'o arriba en algunos mRNA (riboswitch) se

regulan  procesos  como  motilidad,  secreci6n  de  factores  de  adhesi6n  a  superficies,

formaci6n de biopeliculas, respuesta a stress ambiental y virulencia.

Debido a la importancia del c-di-Ghn en la formaci6n de biopeliculas, se decidi6

determinar si .4cz.c7!.f*!.obcrcz.//z4s ffe!.oorjd4#s poseia rna via metab6lica funcional, al igul

que las vias descritas en especies biomineras como ,4./erroorj.drum y .4. ccrJdz4s.
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En una primera instancia se intent6 hacer crecer la cepa de j4. 1fez.oorz.cJa#s DSM

14887 (equivalente a la cepa ATCC  19377) para realizar los experimentos, pero no fue

posible obtener un cultivo viable, por lo que tuvimos que realizar los experimentos con

la cepa DSM 9463.

El  analisis  bioinformatico  de  la  secuencia  gen6mica  parcial  de  la  cepa  tipo

ATCC     19377     de    .4.     ffoz.ooxj.dcr#s     revel6     la    presencia     de     posibles     genes

que  codificarian  para  proteinas  con  funciones  relacionadas  con  el  metabolismo  y

sefializaci6n  del  c-di-GMP.   Entre  los  genes  identificados  figuran  7  proteinas  con

dominio  GGDEF-EAL,  1  proteina con dominio HDOD-EAL,  1  proteina con dominio

HDOD-GGDEF,  2  PDEs  con  domihio  HD  (IID  83-19  y  HD   137-27),   1  PDE  con

dominio   EAL   a3AL   83-31)   y   8   proteinas   con   dominio   Pilz.   Esto   sugiere   la

existencia de rna via metab6lica funcional en este microorganismo.

Mediante  ensayos  de  RT-PCR  y  qpcR  se  procedi6  a  determinar  en  foma

cuantitativa  la  expresi6n  de  los  genes  ID   83-19,  IID   137-27   y  EAL  83-31   en

diferentes  puntos  de  la  curva  de  crecimiento  de  j4cz.dj.f%z.obacz.//zis'  ffaz.oor!.dcr;as  DSM

9463 crecidos en diferentes sustratos energ6ticos.

Los  experimentos  de  RT-PCR  mostraron  que  en  c6lulas  crecidas  en  azufre

elemental, los genes HD 83-19 y IID  137-27 aumentaban su expresi6n a lo largo de la

curva de crecimiento, mientras que el gen EAL 83-31  disminun'a su expresi6n a lo largo

V1|



del crecimiento. Por otro lado, en c6lulas crecidas en tiosulfato como sustrato se observ6

una disminuci6n en la expresi6n para los tres genes durante el crecimiento.

Los experimentos de qpcR revelaron que la expresi6n del gen HD 83-19 anment6

un  m5ximo  de  3  veces  a  los  9  dias,  mientras  que  la  expresi6n  del  gen  IID  137-27

aumento unas  12 veces a los  12 dias de incubaci6n. Por otro lado, la expresi6n del gen

EAL 83-31  en c6lulas crecidas en azufre elemental, asi como la expresi6n de los genes

IID  83-19,  IID  137-27  y EAL  83-31  en c5lulas  crecidas  en tiosulfato,  disminuy6  10

veces a lo largo del crecimiento.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran las primeras  evidencias de la

existencia de una via funcional del c-di-GMP en j4. /¢!.oorz.dcr#s'.  Los genes IID  83-19,

HD  137-27 y EAL 83-31 presentan rna expresi6n dependiente del sustrato energ6tico y

del tiempo  de  cnecimiento.  La comprobaci6n definitiva requeriri de  experimentos  de

extracci6n de c-di-GMP, clonamiento de putativas DGC y PDE y medici6n de actividad

PDE total.
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ABSTRACT

The bioleaching is an insoluble mineral solubilising process used to obtain valious

metals in deposits of low-grade that leverages the energy metabolism of Bacteria and

Arc:ha:ea. which is the gram-negative ba!dein Acidithio bacil lus thiooxidans.

14c!.c7!.frfez.obcrcj.//as   ffez.oorz.dcr#s'  is   an  acidophilic  and  chemolithoautotrophic   (y)-

proteobacteria  that  participates  in  the  microbial  consortium  bioleaching  of  sulfide

minerals.  Union  of the  bacteria to  the  surface  of the  ore  and the  development  of a

biofilm  is  a  crucial  step  in  the  process.  In  many  gram-negative  bacteria,  surface

attachment and biofilm formation are under the regulation of the secondary messenger c-

di-GMP.  It  is  synthesized  from  GTP  by  proteins  with  activity  diguanylate  cyclases

(DGCs)  and  degraded  by  protein  phosphodiesterases  (PDEs).  Using  five  kinds  of

receptors of proteic nature and a receptor domain localized upstream in some mRNA

(riboswitch) regulate processes as motility, secretion of adherence to surfaces, fomation

of biofilms, response to environmental stress and virulence factors.

Due  to  the  importance  of the  c-di-GMP  biofilm  formation,  it  was  decided  to

determine  if .4cJ.c7J.f7#.obc7c!.J/as  /¢!.ooxJ.dcus  had  a  functional,  metabolic  pathway along

with routes described in biomining species as ,4./erroor!.czq!us and 4. ca/d#s.
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A  first  attempt  to  grow 4.  frfez.ooridaus  strain  DSM  14887  (equivalent to  strain

ATCC  19377)  to  perfom  the  experiments,  but  it  was  not  possible  obtain  a  viable

culture, so we had to perform experiments with the DSM 9463 strain.

The  partial  genomic  sequence  of the  strain  bioinformatics  analysis  type  strain

ATCC  19377  of 4.  /fez.oorz.dcus  revealed  the  presence  of possible  genes  that  would

codify  for proteins  with functions related to  the  c-di-GMP  signaling and metabolism.

Identified genes include 7 proteins with GGDEF-EAL domain,  1 protein with HDOD-

EAL domain, 1 protein with HDOD-GGDEF domain, 2 PDEs with IID domain CID 83-

19  and IID  137-27),1  PDE with EAL domain (EAL 83-31), and 8 proteins with Pilz

domain. This suggests the existence of a functional metabolic pathway in this organism.

RT-PCR  and  qpcR  trials  proceeded  to  determine  in  quantitative  terms  the

expression  of genes HD  83-19,  IID  137-27  and  EAL  83-31  at different points  of the

curve  in  growth 4cj.dj.Jfoz.ob¢cJ.//z/s  f7#.oorJ.dams  DSM  9463  grown  on  different  energy

substrates.

RT-PCR experiments showed that in cells grown in elemental sulfur,  83-19 ID

and HD  137-27  genes  increased  expression  growlh curve  while  the  EAL  83-31  gene

decreased expression growth curve. In addition, cells grown in thiosulphate as substrate

noted a decrease in the expression for the three genes during growth.
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qpcR experiments revealed that the IID 83-19 gene expression increased up to 3

times 9  days, while the HD  137-27 gene expression increased about  12 times  12 days

incubation. On the other hand, the expression of the EAL 83-31  gene in cells grown in

elemental sulphur as well as the expression of I-ID  83-19, IID  137-27 and EAL 83-31

genes in cells grown in thiosulphate, decreased 10 times along growth.

The obtain results in this research demonstrated the first evidences of functional c-

di-GMP pathway in .4. f7#.oox!.cJaus. The IID 83-19, IID  137-27 and EAL 83-31  genes

have an expression energetic substrate and time of growlh dependent. The final probe

requires experinents of c-di-GMP extraction, putative DGC and PDE cloning, and total

PDE activity measurement.



1. nunoDuccldN

1.1. Biolixiviaci6n

Se define como biolixiviaci6n al proceso liatural de lixiviaci6n o solubilizaci6n de

minerales insolubles basado en el metabolismo energ6tico de algunos microorganismos

que  obtienen  la  energia  necesaria  para  realizar  sus  funciones  vitales  a  partir  de  la

oxidaci6n   de   compuestos   azufrodos   y/o   ferrosos,   presentes   generalmente   en   los

concentrados  mineros.  Este  proceso  es  aplicado  en  la  mineria para  la  obtenci6n  de

minerales valiosos como cobre u oro  en dep6sitos de baja ley Qawlings y col., 2003;

Rawlings, 2005), contrastando con el proceso de pirometalurgia, proceso en la cual los

metales  son  obtenidos  desde  el  mineral  o  su  concentrado  por  utilizaci6n  de  calor

(Castellanos, 2008), debido a que es memos contaminante.

Entre  los  diversos  microorganismos participantes  en  el  consorcio  se  encuentran

back;chas    Grarm-negatives    corrro    Acidithiobacillus   i;errooxidans,   Acidithiobacillus

thiooxidaus,  Acidithiobacillus   caldus  y   Leptospirillun  sp.   (Goedct  y  Srfucke;haand[fa

1994)   y   arcqueas   tales   co"o   Ferroplasma   acidiphilum,   Sugfolobus   metallicus   y

Methallosphaera sedula (A"frmik y col., 2;008).

La adherencia celular a los sustratos minerales oxidables favorece el proceso de

biolixiviaci6n (Sand y col., 2001). Esta adherencia se realiza mediante la secreci6n de



sustancias polim6ricas extracelulares a3PS)  que facilitan la formaci6n de biopeliculas

(Lui y col., 2003; Kinsler y col., 2003; Hameit y col., 2006; Cotter y Stibitz, 2007). En

la mayon'a de las bacterias, los procesos de reducci6n de movilidad, adhesi6n a diversas

superficies, producci6n de EPS y formaci6n de biopeliculas se encuentran regulados por

dos vias: el "Quorum Sensing" uruber y col., 2001; Labbate y col., 2004; Farah y col.,

2005;  Ruiz  y  col.,  2008)  y  la  via  del  segundo  mensajero  nucleotidico  diguanilato

monofosfato ciclico o c-di-GMP (D'Argenio y Miller, 2004; Simm y col., 2004).

1.2. C-di-GMP

El c-di-GMP, reconocido inicialmente como un activador alost6rico de la celulosa

sintasa  en  la  bacteria  degradadora  de  fruta  G/#coJqcrce/obczcfer xp;/j.%„s  (antiguanente

.4cefoz)acfer xp/Jj##") (Weinhouse y col., 1997), es un segundo meusajero utilizado en la

transducci6n  de  sefiales  por  diversos  grupos  de  bacterias  Qyjenkov  y  col.,  2005;

Tamayo y col., 2007).  Su impacto global sobre procesos fundamentales  del desarrollo

bacteriano   ha   sido   reconocido   en   afros   recientes   por   analisis   bioinformaticos   y

experimentales (Jonas y col., 2009).

1.2.1. Sintesis

El c-di-GMP se sinteti2a a partir de la condeusaci6n de 2 moleculas de GTP por

una  clase  de  enzimas  llamadas  diguanilato   ciclasas  @GCs)  que  presentan  en  su



secuencia  primaria  el  motivo  altamente  couservado  caracteristico   GGDEF,  cuyos

aminoacidos contribuyen a la uni6n del sustrato y catalisis (Ausmees y col., 2001). Dado

que el dominio GGDEF solo puede unir una molecula de GTP, coordinado con dos Mg+2

(Wassmann y col., 2007), las proteinas DGCs  son funcionales como dineros,  aunque

tambi6n  existen  DGCs  funcionales  como  trineros  o  tetrineros  (Chan  y  col.,  2004;

Ryjenkov y col., 2005).

Gran parte de las proteinas con dominio GGDEF funcional presentap ademds un

motivo  regulador  RXXD  en  el  interior  del  dominio,  relacionado  con  la  regulaci6n

alost6rica de la actividad DGC, denominado sitio I (Char y col., 2004). Esto permite una

inhibici6n no-competitiva de la enzima, impidiendo el agotamiento de GTP (Christen y

col., 2006).

1.2.2. Degradaci6n

La degradaci6n del crdi-Cuff es llevado a cabo por dos clases de enzimas con

actividad fosfodiesterasa (PDE) que presentan en su secuencia los motivos EAL o IID-

GYP, siendo este ultimo memos conocido, lo curl no significa que sea memos abundante

(R6mling y Simm, 2009).

Las  fosfodiesterasas  con  dominio  EAL  hidrolizan  el  c-di-GMP  dejando  como

producto tinico diguanilato linear ®GPG), el cual es degradado a guanilato monofosfato

(GMP) por nucleasas celulares. Esta actividad fosfodiesterasa es dependiente de Mg+2 o



Mn+2 y es inhibida en presencia de Ca+2 o Zn+2 (Bobrov y col., 2005;  Schmidt y col.,

2005).

El dominio IID-GYP, el cual es un subgrupo de la superfalnilia de fosfohidrolasas

dependientes  de  metales  HD,  fue  predicho  por  analisis  bioinformaticos  como  una

segunda   clase   de   fosfodiesterasa   especffica   de   c-di-GMP,   y   luego   comprobado

experimentalmente Cyan y col., 2006). El dominio HD-GYP, a diferencia del dominio

EAL, catalizra la hidr61isis de c-di-GMP directamente a dos mol6culas de GMP @ow y

col., 2006; Ryan y col., 2006; Ryan y col., 2009).

1.2.3. Regtilaci6n de] nivel de c-di-GMP intracelular

Dado que se trata de un segundo mensajero, el nivel intracelular total de c-di-GMP

se encuentra alta- y dininicamente regulado,  siendo  afectado por numerosos factores

extemos  e  intemos.  La regulaci6n  se  realiza por  control  en  la  expresi6n  genica  y  la

modulaci6n  de  las  actividades  enzimiticas  respousables  de  su  metabolismo,  lo  cunt

adquiere relevancia debido al elevado ndmero de genes codificantes para proteinas con

dominios DGC o PDE en los genomas. El ndmero de genes es generalmente mayor en

bacterias   Gran-negativas   que  en  bacterias   Gran-positivas,   en  especial   en  las  y-

proteobacterias,  y  no   existe  relaci6n  entre  el  ndmero  de  genes  y  la  distribuci6n

filogehetica (Galperin y col.,  2001a;  Galperin,  2004;  Kumar y Chatterii, 2008).  En la

Tabla  1  se aprecia el ndmero  de genes relacionados al metabolismo del c-di-GMP en

diferentes tipos de bacterias.



Tabla    1.    Ndmero    de    genes    relacionados    al
metabolismo  del  c-di-GMP  presentes  en  diferentes
bacterias.  Los  sinbolos  (+)  o  (-)  indican  bacteria
Gram-positiva o Gram-negativa, respectivamente.

Bacteria                       No de
Agr_gb_a_ct_€_fixp_t_un_eiftejB±|sr±!ns__0___~_.__.!|

A_qu_ifexaeolicus
Bacillus halodurans

B±£P3_!_si±b2±iHfi(+_)_
''i,_Bxpr_r±felpngd4grfquj0.

Caulobacter crescentus

20

Deinococcus radiodurans
Escherichia coli
Mesorhizobium loll

My_c_g±_g_4er|umsmegmmg||;s__(+)

S_adynengm_typhimurium

Synechoeystis xp. C)
maritima

Vibrio cholerae () 72
Xanthomonas cam estris -)37



1.2.3.1. RegiiLaci6n a nivel de la actividad enzinftica.

1.2.3.1.1. Organizaci6n de las proteinas DGC y PDE.

Los dominios proteicos relacionndos con la sintesis y degradaci6n de c-di-Chff

raramente  se  encuentran  como  tinico  dominio  del  polip5ptido.  Generalmente  suelen

encontrarse  en proteinas  con mdltiples  dominios  sensores  (DS)  que  participan  en la

transducci6n  de   sefiales,  ya  sean  citos6licos   o  uhidos  a  membrana,   en  donde  la

combinaci6n de  dominios  [DS-DGC-PDE]  es comtin,  aunque existen numerosas  otras

(R6mling  y  col.,  2005;  R6mling  y Amikam,  2006;  Hengge,  2009;  R6mling  y  Simm,

2009).

Algunos de los DS y reguladores identificados en proteinas con actividad DGC o

PDE involucran: el dominio PAS asociado a grupos hemo o flavirm, que sensa oxlgeno o

estado  redox  (Chang  y  col.,  2001);  el  dominio  GAP,  que  one  pequefios  ligandos  o

interactha con otras proteinas (Hurley, 2003); Bacteriofitocromos que sensan la luz roja

y el infrarrojo (Tarutina y col., 2006); el dominio regulador REC, el cual es fosforilado

en un residuo aspartato couservado por un receptor de membrana con actividad quinasa,

lo que activa al dominio regulador de respuesta, ya sea DGC u otro  (Aldridge y col.,

2003;  Hickman y col.,  2005);  el  dominio  asociado  a FAD,  sensor de  lur  azul  BLUF

qasegawa  y  col.,  2006);  y  los  dominios  transmembrana  con  ligando  desconocido

CIIASE (Galperin y col., 2001a), MHYT (Galperin y col., 2001b), MASEl  y MASE2

0Vikolskaya y col., 2003).



1.2.3.1.2. Secuestro de m6du]os de control de c-di-GMP.

El secuestro de proteinas GGDEF y EAL significa que no todas estas proteinas se

encuentran presentes y activas en el mismo tiempo y lugar, 1o que pemite la existencia

de vias que regulan un proceso determinado. Se proponen dos mecanismos de secuestro

de proteinas: temporal y funcional.

El secuestro temporal significa que los niveles de proteinas DGC y PDE, asi como

sue actividades, cambian en respuesta a alteraciones ambientales o celulares a lo largo

del  tiempo,  lo  que  limita  el  ninero  y/o  tipo  de  proteinas  DGC  y PDE  activas  bajo

condiciones  particulares  en  un  momento  dado.  Ademds,  los  grupos  cambiantes  de

proteinas involucran cambios en los dominios sensores que pueden influir en el control

del nivel de c-di-Cuff (Kirillina y col., 2004; Tamayo y col., 2008).

El mecanismo de secuestro funcional implica que m6dulos completos de control y

sefializaci6n de c-di-GMP se encuentran presentes en la c6lula, pero operan en entidades

fisicamente  separadas  o  micro-compartimientos,  generando  "dep6sitos"  de  c-di-GMP.

(Amikam y Galperin, 2006; Weber y col., 2006). Un ejemplo de control espacial se da

durante  la  division  asinetrica  de  la  bacteria  Ccr#/obczcter  cres'ce#f2+s,  que  deja  como

resultado una c61ula adherida y rna c6lula m6til.  Durante la diferenciaci6n celular,  la

DGC PleD se localiza en el polo celular en contacto con la superficie, donde se sintetiza

el  sistema  de  adhesi6n  (tallo  y  base),  mientras  que  la  PDE  TipF  se  dirige  al  polo



opuesto, donde estimula la sintesis del aparato flagelar al degradar c-di-GMP (Duerig y

col.' 2009).

1.2.3.2. Regulaci6n a nivel de la expresi6n g6nica.

El control del nivel de proteinas DGC o PDE presentes en la c6lula se realiza tanto

a nivel de la transcripci6n como a nivel de la estabilidad del RNA mensajero (mRNA).

Estudios   recientes   realizados    en    diversas    bacterias,    demostraron   que    diversos

reguladores  globales  de  la  expresi6n  g6nica  participan  en  la  regulaci6n  de  la  red

metab6lica del c-di-GMP a multiples niveles (Jonas y col., 2009). Entre los reguladores

globales participantes se encuentran i) el factor sigma S (oS), el cual es requerido para la

expresi6n de siete proteinas  GGDEFAIAL  (Weber y col., 2005) y de CsgD, regulador

principal en la fomaci6n de biopeliculas (Brombacher y col., 2006; Simm y col., 2009)

que regula la expresi6n de la DGC AdrA y la PDE YoaD y STM1827 en E.  co/I. y S.

fypfez.mz/rz.z/in,  respectivamente,  permitiendo  el  control  en  la  producci6n  de  celulosa

(R6mling  y  col.,  2000;  Brombacher  y  col.,  2006);  ii)  FliA,  el  cual  regula  en  forma

positiva la expresi6n de la PDE YhjH y YcgR, proteina receptora con dominio Pilz en

E. co/!. y S. opfez.mzjrz.zi" (Claret y col., 2007); iii) la proteina de uni6n a CAMP CRP,  la

cual  unida  a  cANI'  regula  la  formaci6n  de  biopeliculas  en  forma  positiva  E.  co/I.

(Jackson y col., 2002) o negativa en y!.brjo choJerc7e al regular la expresi6n de proteinas

GGDEF,  EAL y HD-GYP y reprimir a la DGC  CdgA  (Fong y Yildiz, 2008);  iv) el

regulador de Quorum Sensing HapR en yJ.brz.a cho/er¢e, el cual reprime la formaci6n de

biopeliculas  al  regular  en  forma  directa  o  indirecta  la  expresi6n  de   14  protofnas



GGDEFflAL, ademds de activar la expresi6n de cuatro proteinas rlD-GYP crammer y

Bassler,  2008;  Waters  y col.,  2008);  v)  CpxR,  parte  del  sistema de  dos  componentes

CpxAR que induce la transcripci6n de la proteina DGC YdeH en E. co/I. (Yamamoto e

Ishihama, 2005); y vii) la proteina de ulii6n a RNA CsrA, que reprine la expresi6n de

las proteinas DGC YdeH e YcdT en E. co/z. (Jonas y col., 2008).

I.2.4. Transducci6n de sefiales

Actualmente, se conocen dos clases principales de mol6culas receptoras que unen

c-di-GMP:   lag   familias  proteicas   Pilz,   PelD,   FleQ,   LapD   y   CLP   y  el   dominio

ribonucleico GEMM, aunque no se descarta la existencia de otros posibles receptores,

como dominios GGDEF y EAL degenerndos (Duerig y col., 2009; Newell y col., 2009).

Estos   grupos   de   receptores   regular   positiva   o   negativamente   diversos   eventos

fisiol6gicos  (Figura  1).  La  regulaci6n  se  da  a  nivel  de  la  transcripci6n  (Hickman  y

Harwood, 2008), la traducci6n (Sudarsan y col., 2008) y la post-traducci6n a nivel de i)

la  actividad  (Ryjenkov  y  col.,  2006;  Lee  y  col.,  2007;  Merighi  y  col.,  2007),  ii)  la

secreci6n (Monds y col., 2007) o iii) la estabilidad de la proteina @uerig y col., 2009).

Entre  los  diversos  fenotipos  que  se ban visto  afectados por log  niveles  de  c-di-

Chff en diferentes bacterias se encuentran la motilidad Gluber y col., 2001;  Simm y

col., 2004; Wolfe y Visick, 2008), la secreci6n de EPS (Ross y col.,  1987; Weiinouse y

col., 1997; Merighi y col., 2007), la adhesi6n a superficies (Claret y col., 2007), la



Figura I. Elementos moleculares involucrados en la via de regulaci6n del segundo mensajero c-
di-GMP. EL crdi-GMP es sintetizado a partir de dos moleculas de GTP por el dominio GGDEF
presente  en  DGCs.  El  dinucle6tido  puede  ser  degradado  por  los  dominios  EAL  o  HD-GYP
presentes  en  PDEs.  Los  dominios  proteicos  Pilz,  PelD,  FleQ,  LapD  y  CLP,  y  el  dominio
ribonucleico estructunl GEMM son capaces de transducir los canibios de concentraci6n de c-di-
Ghff en respuestas fisiol6gicas.
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formaci6n de biopeliculas Gluber y col., 2001 ; Thomam y col., 2006; Nakhamchick y

col., 2008), la virulencia en diversos pat6genos de plantas y aninales QCulasakara y col.,

2006; Ryan y col., 2007; Tamayo y col., 2007; Mccarthy y col., 2008; Tamayo y col.,

2008; Lai y col., 2009), la quimiotaxis en PLse#c7omo#as' p#/j.c7c} (Sarand y col., 2008), la

supervivencia a largo plazo en A4iycobcrc/erj.win s'meg7)!afz.s acumar y Chattelji, 2008), el

desarrollo de heterocistos en j4#crz)cre#cr sp. QTuenuebel y Golden, 2008), la progresi6n y

regulaci6n  del  ciclo   celular  en  Ca#/obczc/er  cresce#f#s'  @uerig  y  col.,  2009),  la

resistencia  a  antibi6ticos   en  j4eromo#crs ja#dczez.  (Alksne  y  Rasmussen,   1997),   la

respuesta a estr6s ambiental en Ps'e#c7o"o7?cls crerzjgj.Horcr (Klebeusberger y col., 2008),

la  frecuencia  de  transposici6n  en  E.   co/I.  (Hyde  y  Tu,   1985)  y  la  fotosintesis  en

fy#echococcz+s e/o#grfus (Thomas y col., 2004).

1.2.4.1. Dominio Pi[Z

El dominio Pilz, descubierto en Pse#do"o#as crcr#gr.#osa, fue propuesto a partir

de   analisis   bioinfomaticos   como   posible   receptor  de   c-di-GMP,   siendo   despu5s

comprobado  experimentalmente  (Amikam  y  Galperin,  2006;  Ramelot  y  col.,  2007).

Posee   en   su   secuencia   primaria   dos   motivos   altamente   conservados   RxxxR   y

D/NxSxxG.  Estos  estin  ubicados  en  los  primeros  30  aminofroidos  del  dominio  Pilz

(Benach y col., 2007), y participarl'an en la uni6n del ligando. Dentro de los procesos

regulados por proteinas con dominio Pilz se encuentran procesos como la biosintesis de

alginato   (Merighi   y   col.,   2007)   y   celulosa   (Weinhouse   y   col.,   1997),   motilidad
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atvienkov y col., 2006), virulencia (Mccarthy y col., 2008) y fomaci6n de biopeliculas

O'ratt y col., 2007).

1.2.4.2. PelD

PelD,  perteneciente  al  oper6n pe/,  es  una proteina regulatoria  cuya  funci6n  se

enouentra relacionada con la regulaci6n positiva de  la sintesis  de  exopolisacaridos  de

tipo pe/, ricos en glucano (Friedman y Kolter, 2004).  Presenta un motivo RxxD, similar

al sitio I presente en proteinas GGDEF, ademds de cierto grado de similitud estructural

(Christen y col., 2006), por lo cual se ha sugerido que el dominio de union a c-di-GMP

de PelD es un dominio GGDEF degenerado Gee y col., 2007).

1.2.4.3. FleQ

FleQ, recientemente descubierto en P.  aer#gr.#ascr, es un regulador transcripcional

que   regula   en  forma  negativa  la  producci6n   de  exopolisacaldos   al  reprinir  la

transcripci6n de los genes codificantes para las proteinas que los sintetizan. Al unir c-di-

GMP mediante  el  dominio AAA,  FleQ  pierde  afinidad por el promotor de  los  genes

codificantes para la sintesis de EPS, permitiendo entonces su transcripci6n ¢Iickman y

Haowood, 2008).
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1.2.4.4. LapD

LapD,  descubierta  en Pse"domo#as #zfores'ce#s',  es  rna proteina de  membrana

intema requerida para la formaci6n de biopeliculas y el mantenimiento de la adhesina

LapA en la superficie. Posee un dominio periplasmatico, un dominio regulador negativo

denominado HAMP, un dominio GGDEF degenerado y un dominio EAL degenerado.

Cuando LapD une c-di-GMP a trav6s del dominio EAL, el dominio IIAMP cambia su

conformaci6n y permite la activaci6n del dominio periplasmatico, el cual se une a LapA

0Jewell y col., 2009).

1.2.4.5. CLP

CLP es un regulador transcripcional que posee identidad de secuencia y similitud

estructural  con  la  proteina  de  uni6n  a  CAMP  CRP.  A  diferencia  de  CRP,  CLP  se

encuentra unido  a secuencias promotoras  cuando  no  une  c-di-GMP.  En JFCIH/foomo#as

compestrz.s,   la  uni6n   del   c-di-Ghff   a   CLP   regula   en   forma  negativa  procesos

relacionados a la virulencia, como sintesis de exopolisacaridos, producci6n de celulasas

extracelulares  y  sintesis  de  la poligalacturonato  liasa  (Tao  y  col.,  2010;  Chin y  col.,

2010).
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1.2.4.6. Dominio GEMb4

La segunda clase de mol6culas receptoras  que unen c-di-GMP  es  de naturaleza

ribonucleica.   Se   denominan   riboswitches   tipo   GEMM   (sigla   de   "genes   for   the

environment, membranes and motility"), los cuales son dominios estructurales ubicados

n'o  ariba en  la regi6n  5'no  codificante  de  ciertos RNA mensajeros,  que regulan en

forma   positiva   o   negativa   la   expresi6n   post-transcripcional   en   respuesta   a   la

concentraci6n de  c-di-GNI.  Se  componen de  dos estructuras:  rna regi6n de uni6n a

ligando o aptinero y una region efectora o platafoma de expresi6n (Roth y Breaker,

2009). Analisis experimentales han determinado la estructura cristalina del riboswitch en

conjunto  con  su ligando  (Kulshina y  col.,  2009).  La constante  de  afinidad  (Kd),  cuyo

valor  es  de  aproximadanente  10  pM,  indica una afinidad mayor por  c-di-GMP  que

cualquiera de las proteinas conocidas que unen c-di-GMP, para las cuales se ham descrito

Kd del orden de nM a HM (Smith y col., 2009).

El  motivo  GEMM  es  un  patr6n  estructural  altamente  conservado,  encontrado

frecuentemente  en  genes  que  codifican  proteinas  con  dominios  GGDEF  o  EAL  u

operones que median fenotipos que  son regulados por c-di-GMP,  como  biosintesis de

flagelo o motilidad  (Sudarsan y col., 2008).
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1.2.5. C-di-GMP en microorganismos biomineros

Los diversos componentes de la via del c-di-ChAI' han sido identificados mediante

analisis  bioinfomaticos  en  genomas  de  dos  bacterias  biomineras,  4c!.dz.£7z!.obac7.//zts'

f errooxidans (R:i]iz y col.> 2;OU]., Casito y col., 2f J09D y Acidithiobacillus caldus (Casito y

col., 2009).

Acidithiobacillus f errooxidaus (cionoofido anites cono Thiobacillus f errooxidans) es

una y-proteobacteria que puede utilizar como  sustrato  oxidable  azufro  elemental,  ion

ferroso, compuestos reducidos de azufre o minerales sulfurados (Kelly y Wood, 2000).

Es   el   microorganismo   del   cousorcio   biominero   mds   estudiado   y   fue   el   primer

hicroorgahismo extrem6filo al que se identific6 la existencia de posibles componentes

de la via del c-di-GMP (Ruiz y col., 2007). Los primeros componentes identificados en

la  cepa  tipo  ATCC  23270  involucran  a  4  genes  codificando  para  proteinas  con  los

dominios  GGDEF-EAL,  asociados  a un  dominio  transductor de  sefiales  del tipo  PAS

(AFE_1360   y   AFE_1379)   o   del   tipo   GAP   (AFE_0053   y   AFE_1373)   y   rna

fosfodiesterasa   con   dominio   EAL   (AFE_1852)    (Ruiz   y   col.,    2007).    Analisis

bioinfomaticos  posteriores  revelaron  ademds  la  presencia  de  tres  genes  codificantes

para proteinas con dolninio HD (una variante del dominio HD-GYP), un receptor con

dominio Pilz y algunos reguladores transcripcionales con el sitio AAAo54 de uhi6n a c-

di-GNI.    Posteriormente,    se   comprob6   mediante    experimentos   de   analisis    de

transcripci6n, extracci6n de c-di-GMP y analisis de actividad PDE que .4cz.d!.ffajobc7cj.//#s

/erroorz.daus posee rna via funcional de c-di-GMP Quiz, 2010).
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Acidithiobacillus   caldus   (corroc;ido   arjh:es   cKJ"o   Thiobacillus   caldus)   es  `ma

bacteria term6fila moderada  que  puede  utilizar azufre  elemental  o  tetrationato  como

fuente energ6tica (Kelly y Wood, 2000). En el genoma parcialmente secuenciado de la

cepa tipo ATCC  51756  ham  sido  identificados  ocho  genes  codificantes para proteinas

con dominio GGDEF, dos proteinas con dominio EAL, tres proteinas con dominio HD,

seis proteinas con configuraci6n GGDEF-EAL, rna proteina HDOD-GGDEF (HDOD es

otra  variante  del  dominio  IID-GYP),  una  proteina  EAL-HDOD,  asf  como  varias

proteinas con dominio Pilz, proteinas tipo PelD y proteinas tipo FleQ. Al igual que en 4.

/e„oorz.dcus,  se realizaron ensayos  de  analisis  de transcripci6n y  extracci6n de c-di-

GMP para comprobar la funcionalidad de algunos de estos componentes (Castro y col.,

2009) y se encontr6 que la via es funcional en esta bacteria.

Acidithiobacillus  thiooxidans  (conocido an:tes como Thiobacillus  thiooxidansD es

una y-proteobacteria Gram-negativa, acid6fila y quimiolitoautotr6fica que participa en el

consorcio mjcrobiano de biolixiviaci6n de minerales. Para generar su energia metab6lica

j4.  £foj.oor!.dcr#s utiliza como sustrato oxidable azufre elemental o compuestos reducidos

de  azufre.  Es  incapaz  de  oxidar pirita a memos  que  se  co-cultive  con bacterias  como

Zepfasp' J.rz.//z/in /erroorz.cJcr7rs',  un  microorganismo  hierro-oxidante  incapaz  de  oxidar

azufre  (Kelly y  Wood,  2000).  Existen diversos  estudios  en A  f7!z.oorz.c7aur  acerca del

metabolismo (Ramfrez y col., 2009),  la lixiviaci6n de minerales  Q[ia y col., 2010),  la

capacidad  de  disoluci6n  de  cationes  metalicos  en  suelos  contaminados  (Wang y  col.,
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2007) y analisis bioquinicos de enzimas relacionadas al metabolismo  de compuestos

reducidos de azufre QTakamura y col., 2001).

Sin embargo, a diferencia de 4./erroorJ.dour y i4. ca/d#Ls, no existen estudios sobre

la via  del  c-di-GMP  en 14.  f¢z.oorz.cJczus,  por lo  que  en  el  presente  trabajo  se propuso

analizar  la  posible  existencia  de  componentes  de  esta  via  metab6lica  mediante  un

analisis bioinformatico y luego determinar mediante experimentos de RT-PCR y qpcR

si algunos de los genes identificados por este arilisis se expresan. Este trabajo se enfoc6

en estudiar la expresi6n de los genes IID  83-19, IID  137-27 y EAL  83-31,  los cuales

codifican'an para proteinas con actividad PDE, en funci6n del tiempo de crecimiento, sea

en c61ulas crecidas en azufre elemental o c61ulas crecidas en tiosulfato como  sustratos

energ6ticos.
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1.3. Hip6tesis

.4cj.di.ffo!.obac;.//as  ffaz.oorz.c7flj?s' posee los  elementos moleculares que conforman la

via del c-di-GNI.

Tat como se ha observado en otras bacterias, esta vi'a podria estar relacionada con

la formaci6n de biopelfculas en esta bacteria.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General

Caracterizar  la  via   del   meusajero   secundario   c-di-GMP   en  .4c!.dz.ffez.obacz.//zji

thiooxidans DS:M 9463 .

1.4.2. Objetivos especiflcos

1.4.2.1. Realizar una bdsqueda bioinfomatica de posibles genes involucrados en la via

dot crdLG:MP en Acidithiobacillus thiooxidaus.

1.4.2.2. Armlizar la  expresi6n transcripcional  de  los  genes  codificantes para proteinas

con dominio PDE solos en c6lulas crecidas en azufre o tiosulfato.
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1.4.2.2.1.  Disefiar partidores  para los  genes  seleccionados  mediante  los programas  de

disefio Amplix 1.4 y Light Cycler Probe Design Software 2.0.

1.4.2.2.2. Extraer el RNA total desde c5lulas de j4.  £faz.oorj.dc}us crecidas en tiosulfato o

azufre mediante el protocolo de extracci6n con Trizol para bacterias acid6filas.

1.4.2.2.3.  Analizar  la  expresi6n  transcripcional  en  foma  cualitativa  o  cuntitativa

mediante la tecnica de RT-PCR o qpcR, respectivamente.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Condiciones de cultivo de.4. thfoex:I.dares

Las celulas de la cepa DSM 9463 de 4. ffoz.ooxz.drus fueron crecides aer6bicanente

por un pen'odo mckimo  de doce di'as en medio  DSMZ  71  con tiosulfato  como  fuente

energdica (K112P04 3 g/L, Mgs04* 7H20 0,5 g/L, QJ114)2S04 3 g/L, Cac12* 2H20 0,25

g/L, Na2S203* 5H20 5 g/L, pH 4,44,7) (Ramirez y col., 2004) o medio 9K modificado

con  azufre  como   fuente  energ6tica  ((NH4)2S04  0,1   g/L,  Mgs04*   7H20   0,4   g/L,

K2HP04* 3H20 0,04 g/L, S° en perlas 50 g/L, pH 2,5 ajustado con H2S04 concentrado)

(Amaro  y col.,  1991;  Guiliani y Jerez,  2000; Ruiz y col.,  2008) a una temperatura de

30°C  con agitaci6n reciproca a 70  rpm,  a una raz6n liquido/volumen total  de  I/5.  La

concentraci6n inicial de celulas utilizada para todos los cultivos fue aproxinadanente

107  c6lulas/ml.  Para  seguir  el  crecimiento  de  los  cultivos  bacterianos  en  diferentes

condiciones de cultivo se realiz6 el conteo de bacterias totales en una camara de conteo

Petroff-Hausser.

2.2. Analisis bioinformftico de] genoma de A. IAfoorz.drum

Las secuencias parciales de genoma de la cepa tipo ATCC  19377 fueron proveidas

por  el  Centro  de  Bioinformatica y  Bielogia del  Genoma,  Universidad Andies  Bello,

dirigide por el  Dr.  Holmes.  Utilizando el programa de anotaci6n Aitemis (The  Sanger

Ccentre,http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis/emis/)yelalgoritmoBLASTdeNCBI

thttD://www.nebi.nlm.nih.gov/BLAST0   se   procedi6   a   caracterizar   los   ORFs   que
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codifican'an proteinas relacionadas  con la via del  c-di-Grin, ya sean DGCs, PDEs o

protelnas receptoras de c-di-GMP.

2.3. Purir]caci6n de DNA gen6mico

A partir de c6lulas de j4.  ffej.oorz.dcz;7s cosechadas por centrifugaci6n se procedi6 a

realizar  la  extracci6n  del  DNA  gen6mico  mediante  el  protocolo  de  extracci6n  para

bacterias   Gram-negativas   del   Kit   Wizard   de   purificaci6n   de   DNA   gen6mico

Oromega®).  El  paso  de  preparaci6n  de  las  c6lulas  fue  modificado  y  adaptado  para

bacterias  acid6filas  de  la  siguiente  manera:  200  ml  de  cultivo  en fase  estacionaria  se

centrifugaron a 6000 g durante 10 min. El sedimento celular obtenido se lav6 tres veces

con una soluci6n diluida de H2S04  ®H  1,8)  con el objetivo  de  elininar el exceso  de

sales  e  iones  presentes  en  el  cultivo,  centrifugando  a  6000  g  durante  3  minutos.

Posteriormente,  el protocolo  de extracci6n se utiliz6  sin modificaci6n,  exceptuando  el

ultimo paso en que se resuspendi6 el precipitado de DNA en 100 Ill de agua nanopura

esferil. Finalmente se someti6 el DNA obtenido a dialisis contra agua nanopura sobre un

filtro  de  nitrocelulosa  durante  40  minutos.  La  concentraci6n  de  DNA  obtenido  se

determin6 espectrofotom6tricamente mediante el sistema Nanodrop. EI DNA gen6mico

obtenido  se  diluy6  a  una  concentraci6n  de  100  ng/pl  como  soluci6n  basal  para  la

preparaci6n de soluciones de  10,  I,  10-I,  10-2 y  10-3 ng/Hl de DNA gen6mico  para la

calibraci6n del PCR en Tiempo Real.
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2.4. Puriflcaci6n de RNA total de 4. fAf.ooi[;daus

En  distintos  puntos  de  la  curva  de  crecimiento  (3,  9  y  12  dr'as  de  cultivo)  se

procedi6 a realizar la extracci6n del RNA total de c6lulas de 4.  ffa!.oorz.cJczus crecidas en

medio tiosulfato  y/o azufi.e mediante un protocolo modificado  de extracci6n mediante

Trizol®  (Invitrogen®),  en base  al  m6todo  de  extracci6n  de  RNA  con fenol  caliente

O]arah  y  col.,  2005;  Ruiz y  col.,  2007;  Castro  y  col.,  2009),  adaptado  para bacterias

acid6filas:  250  ml (3  dias), 200 ml   (9  dr'as)  o  150 ml  (12  dias)  de cultivo  celular se

centrifugaron  a  6000  g  durante  20  minutos.  Las  c6lulas  se  lavaron  ties  veces  con

soluci6n diluida de H2S04 ®H  1,8) y una vez con citrate tris6dico  10 mM ®H 7,0),

centrifugando a 6000 g durante 3  minutos y luego  se determin6 la nasa himeda del

sedimento celular.  Se distribuyeron aproximadamente  10 mg de celulas por tubo. Las

c61ulas se trataron con soluci6n de lisis (Acetate de sodio 20 mM, EDTA  1  mM, SDS

0,5%, pH 5,5) previo a la adici6n de Trizol. La precipitaci6n del RNA se realiz6 con

I/10  de  volumen  de  Acetato  de  sodio  3  M  pH  5,5  y  2  voliinenes  de  Etanol  100%

durante 8 horas a -20°C, seguido de una centrifugaci6n a 16000 g durante 30 minutos a

4°C. El precipitado de RNA se lav6 dos veces con Etanol 700/o, centrifugando a 14000 g

durante 20 minutos a 4°C. EI RNA se resuspendi6 en un volumen final de 20-30 Hl de

agua DEPC. EI RNA obtenido se trat6 mediante digesti6n con DNasa I recombinante de

Roche®, segtin instrucciones del proveedor. La concentraci6n de RNA total obtenido se

determin6  mediante  el  sistema  de  espectrofotometria  Nanodrop,  midiendo  aptes  y

despu5s del tratamiento con DNasa.
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2.5. Sintesis de CDNA

EI RNA extraldo fue utilizado para la producci6n de CDNA mediante la t6cnica de

Transcripci6n Reversa con la enzima Improm 11 a'romega®). Se prepar6 una soluci6n

con 500 ng de hexineros aleatorios como partidores y 800 ng de RNA purificado  en

agua libre de nucleasas. La soluci6n se calent6 a 70°C durante 5 minutos para denaturar

el RNA y despues fue incubado en hielo. La soluci6n de RNA se afiadi6 a rna mezcla de

reacci6n  que  contiene  agua  libre  de  nucleasas,  soluci6n  amortiguadora  de  reacci6n,

dNTPs  0,5  mM c/u, Mgc12 3  mM,  20 U de inhibidor de ribonucleasas recombinante

RNasin® y la enzima transcriptasa reversa o agua libre de nucleasas para lbs controles

negativos, con el objetivo de verificar la ausencia de DNA gen6mico contaminante en

las preparaciones de RNA. Se incub6 a 25 °C durante 5 minutos y posteriorinente a 42°C

durante 1 hora. La enzima se inactiv6 incubando la soluci6n de reacci6n a 70 °C durante

15  minutos.  El  CDNA  obtenido  se  utiliz6  para  analisis  de  expresi6n  cualitativo  y

cuantitativo mediante RT-PCR y qpcR, respectivamente.

2.6. RT-PCR

Los  partidores  utilizados  en  las  reacciones  de  PCR  se  disefiaron  mediante  el

programa Amplix I.4, en base a la secuencia parcial del genoma de .4. ffo!.oorJ.dc[us DSM

14887 introducida en formato compatible mediante el programa Artei]ris, con excepci6n

de los partidores utilizados para cuantificaci6n de la expresi6n del rRNA 16S (Tabla 2).

Se utiliz6 como templado  loo ng de DNA gen6mico de la cepa DSM 9463  o  1  prl de
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cada  soluci6n  de  CDNA  sintetizado  a partir de  RI`IA purificado  (diluido  1/20)  en un

volumen final de reacci6n de 25 Hl que contem'a 175 ng de cada partidor, dNTPs 80 LiM

cada  uno,   DMSO   50/o   v/v,   soluci6n   amortiguadora   de   reacci6n   con   QIH4)2S04

Fermentas®,   Mgc12   2,5   mM   y   0,5   U   de   Taq   DNA   polimerasa   recombinante

Fermentas®.  Se prepar6  en  foma separada una mezcla  que  contenia  los  partidores,

dNTPs,  DMSO  y  DNA  templado,  y  otra  mezcla  con  la  soluci6n  amortiguadora  de

reacci6n,  Mgc12  y la enzima.  Se procedi6  a realizar el programa de reacci6n con la

mezcla que poseia el DNA templado, mientras que la mezcla que conteria la enzima se

afiadi6 a la reacci6n desputs del paso de denaturaci6n inicial. El programa de la reacci6n

fue el siguiente: 3 min a 95 °C, seguido por 38 ciclos de 30 s a 95 °C, 30 s a 62 °C, 30 s a

72 °C y una exteusi6n final de 3 min a 72 °C, realizado en un termociclador Boeco TC-

PRO.

2.7. ELectroforesis de ficidos nucleicos en geles de agarosa

Para visualizar el DNA cromos6mico, el RNA extraldo y los productos de PCR, se

utiliz6  la t5cnica  de  electroforesis  en  geles  de  agarosa.  Los  geles  se  prepararon  con

agarosa ultra pura 1-2% p/V, segtin se requiriera, en anortiguador TAE 0,5X (Tris 20

mM, acido ac6tico 10 mM, EDTA 0,5 mM, pH 8,0). Las muestras de deidos nucleicos se

mezclaron con amortiguador de carga 6X (Tris-Hcl 10 mM, EDTA 60 mM, Glicerol 60

%,  Azul  de  Bromofenol  0,25  %,  pH  7,6).  Ija  corrida  se  realiz6  a  100  V  durante  30

minutos.
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Tab[a 2. Partidores utilizados durante el desarrollo de este seminario de tfrolo.

Nombre                                        Secuencia                                               Referencia

HD 83-19 Fw        5 '-CAACGCGCGCTITATAAGTrGC-3 '       Este estudio

HD 83-19 Rev      5 '-TGAGTACAGACATCCGGGTTI`C-3 '       Este estudio

HD 137-27 Fw      5 '-TGGCCGATGAAATCGCCTA-3 '                Este estudio

IH) 137-27 Rev    5'-GGCAATGCTGGTGATATGAITAC-3'    Este estudio

rEdil~ds3iii;-5=--fiFGTa-5AT56tAdiif-a-Tlrla6rc-~T3T7-|5;i;asi=Td]ir~----
EAL 83-31 Rev    5'-CTTCCAGCATATCGGCTTI`GGGTr-3 '   Este estudio

ATT_F (16S)        5 '-GGGTGCTAATANCGCCTGCG-3 '             Remonsellez y col. (2009)

907R (16S)            5 '-CCGTCAATTCMTTTGAGTTT-3 '               Casanayor y col. (2002)
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La tinci6n de los geles se realiz6 durante 15-30 min, en rna soluci6n de TAE 0,5X

con bromuro  de  etidio  (BrEt)  0,63  nM.  Las  bandas  de  DNA  se  visualizaron por la

emisi6n de fluorescencia al irradiar con luz ultravioleta.

2.8. PCR en Tiempo Real (qpcR)

Para la determinaci6n de la cuantificaci6n relativa de la expresi6n de los genes a

estudiar,  se utiliz6 la tecnica de qRT-PCR usando como sistema reportero la mol6cula

fluorescente SYBR Green mediante el kit Lichtcycler® Faststart DNA Master SYBR

Green I de Roche®. Para la calibraci6n se utilizaron soluciones de DNA gen6mico de

concentraci6n conocida considerando que el tamafio del genoma de 4. £fo!.oorj.dcr#s' DSM

9463 es de 3,03 Mb y su peso molecular es 2,00 x 109 g/mol y que un genoma pesa 3,32

x 10-]5 g/mol. Se prepar6 una mezcla de reacci6n en que se utilizaron como templado 2

Hl de rna soluci6n de DNA gen6mico de concentraci6n conocida, 2 Hl de una soluci6n

1/25  de CDNA sintetizado a partir de RNA purificado o 2  Hl de H20 para el control

negativo.  El  volumen final  de reacci6n fue  de 20  LIl.  La mezcla de reacci6n contenia

Mgc12 2,5 mM, partidores especificos del gen a analizar 0,4 HM para cada uno, DNA

templado y "mix" de PCR "Lightcycler Faststart DNA Master SYBR Green I", el cual

contiene  la  enzima  Taq  polinerasa,  la  sonda  fluorescente  SYBR  Green,  dNTPs  y

soluci6n  amortiguadora  de  reacci6n.  La  normalizaci6n  de  los  resultados  se  realiz6

mediante la determinaci6n del rfumero de copias del CDNA obtenido a partir del rRNA

16S. Se emple6 el temociclador Rotor-Gene 6000 de Corbett. La reacci6n empez6 con

una pre-incubaci6n a 95°C durante 10 minutos, seguido por 40 ciclos de denatunci6n a
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95°C durante 10 segundos, alineamiento por 5-10 segundos a 57-60°C, dependiente del

gen a analizar y amplificaci6n a 72°C durante 12 segundos para los genes a analizar y 20

segundos para el  gen ribosomal.  Finalmente,  se analiz6  la especificidad mediante un

analisis de denaturaci6n desde la temperatura de alineamiento hasta 95°C.
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3. RESULTADOS

3.1.  Crecimiento  de  c6Iulas  de  4.  ffez.oo]cz.d¢#s  Dsn4  9463  en  medio

azufre o tiosulfato.

En primer lugar se decidi6 intentar crecer la cepa tipo DSM  14887 (equivalente a

la cepa ATCC  19377)  comprada a la colecci6n alemana DSMZ, mediante cultivos a

menor  escala  en  el  medio   de  cultivo  recomendado,  pero  no  fue  posible  obtener

crecimiento celular debido al estado metab6lico de las bacterias y al bajo ndmero celular

que vem'a en la muestra enviada desde Alemania, por lo que tuvimos que utilizar la cepa

DSM 9463, la cual nunca habia sido crecida en el laboratorio, con excepci6n de cultivos

de mantenci6n. Para la obtenci6n de c6lulas desde los diferentes medios de cultivo fue

necesario  optimizar la metodologia de  cultivo  de  este microorganismo  acid6filo.  Las

bacterias   deben  ser  lavadas   varias   veces  para  asegurar  de  mantener  las  mismas

condiciones iniciales de cultivo y obtener resultados reproducibles. En la preparaci6n de

los cultivos en tiosulfato, el lavado adquiere rna mayor importancia ya que la adici6n de

rna soluci6n de bacterias muy deida causa la precipitaci6n del tiosulfato. El cultivo de

estos  microorganismos  toma  varios  dr.as,  a  diferencia  de  bacterias  como  E.  co/I.  que

demora unas pocas horas, debido a su lento crecimiento.

Una vez perfeccionada la metodologl'a de  obtenci6n  de  cultivos  celulares  de J4.

/fez.oorz.cJclus en azufro y tiosulfato  como  sustrato  energ6tico  fue posible determinar un

patron de crecimiento. En c6lulas crecidas en azufre elemental se observ6 1a existencia
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de una fase de latencia de alrededor de un dia con una transici6n de dos dias a la face

exponencial (Figura 2).  En c6lulas crecidas en tiosulfato  la fase de latencia parece ser

muy  corta,  por  lo  que  las  c5lulas  entran  ripidamente  a  la  fase  exponencial  de

crecimiento a partir del segundo dia de incubaci6n. Alrededor del noveno dia se observa

un cambio en el crecimiento que indican'a la entrada a la fase estacionaria (Figura 3).

3.2. Btisqueda bioinformftica de genes pertenecientes al metabolismo y

sefia[izaci6n de] c-di-GMP en el genoma de 4. ZAz.ooicz.da»s.

La determinaci6n de la posible existencia de rna via metab6lica puede realizarse

mediante un analisis bioinfomatico de la secuencia gen6mica con el fin de identificar

marcos abiertos de lectura (ORFs) que codifican para posibles proteinas que participan

en la via. Debido a que el genoma de .4. /7#.oorz.cJaus DSM 9463 no esta secuenciado, en

colaboraci6n con el laboratorio del Dr. Holmes (Centro de Bioinformatica y Biologia del

Genoma, Uriversidad Andr6s Bello), realizamos los analisis a partir de la secuencia del

genoma de  la cepa tipo ATCC  19377  de .4.  %oorz.c7crJ?s,  suponiendo  que  si los  genes

candidatos existen en esta cepa, podrian estar tambien en la cepa DSM 9463.
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Los analisis bioinfomiaticos revelaron en primera instancia la existencia de varios

genes  relacionados  con  el  metabolismo  y  sefializaci6n  del  c-di-GMP  (Tabla  3):  a  lo

memos  siete  genes  que codificarian para proteinas con dominios  [GGDEF-EAL],  una

PDE  con  dominio  EAL,  dos  PDEs  con  dominio  HD,  una  proteina  con  dominios

[HDOD-GGDEF], rna proteina con dominios H3AL-HDOD]. Ademds, se identificaron

ocho posibles receptores con dominio Pilz, aunque solamente 3 presentan un "e-value"

significativo. Debido a que la secuencia gen6mica no esfa completa, existe la posibilidad

de  que  otras  proteinas  con  dominio  GGDEF,  EAL  o  HD,  asi  como  proteinas  con

dominio Pilz, tipo PelD o tipo FleQ est6n codificadas en el genoma de .4. ffaz.oorz.daus.

En  base  al  ndmero  de  posibles  proteinas  relacionadas  con  el  metabolismo  y

sefializaci6n del c-di-GM' identificados en 4. ffe!.oorz.dc#zs, este microorganismo posee

rna mayor semejanza con el genoma de 4. ccr/dc4r que con el genoma de j4./erroor!.c7cwas'.

El analisis de los genes identificados mediante el uso del algoritmo Blast (Tabla 3)

indica  que  las  proteinas  con  organizaci6n  GGDEF-EAL  y  EAL  poseen  rna  gran

similitud con proteinas con dominios GGDEF y/o EAL funcionales presentes en la base

de  datos.  Los  genes  de  las  fosfodiesterasas  HD  poseen  rna  mayor  semejanza  con

proteinas con actividad fosfohidrolasa.  Cinco de los ocho genes que codifican'an para

proteinas con dominios Pilz muestran un "e-value" muy bajo, s6lo se rescata el hecho de

que dos de los genes codifican'an para rna proteina con actividad  celulosa sintasa y rna
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Tabla 3.  Genes relacionados al metabolismo y sefializaci6n del  c-di-Ghff  identificados  en el
gienona de Acidithiobacillus thiooxidans A;TCC L9377 .

Dominio (e-value)        Contig    ORF                      B]asthit (e-value)

GGDEF(2eD4l)-EALUeoso)

GGDEF(leus9)-HAL(4cno66)

GGI)EF(le-037+EAL(2euns2)

GGDEF(5cJ)37LEAI,(3e044)

GGDEF(leun30-HAL (3eJ)4g

GGI)EF(2e"5)-EAL(2e050)

GGDEF(9eJ)17)-EA115e048)

58             114

115                15

40             113

33

247

243

32

Piitative d]guanylate eyclase/phosphodiesterase (3e.070)

sensory box/GGDEF/GAFfl3AL domain (2cJ)89)

dygunilate cyclasc/phosphodiesterase (9e-066)

conserved lrypothefroal signaling (2eJ)6l)

sensory box/GGDEF/GAFfl3AL (lenol)

sensory box/GGDEF/GAFfiAL (2e+72)

digirmylate cyclase/phosphodicsterase (7e044)

•EAL (3c-o47)                              83                 3 I                  phosphodiesterasc GAL) domain pro.ein (I ero57)

*||D (ie.oo6)                            137               27          Dcoxygunosinethphosphatetriphosphohydrolase(le-125)

*||D (o.oo7)                                83                  1 9                       metal dependent phosphohydrolase (lc-148)

IID0I)(7eJ)33)-GGI)EF(6e042)

EAL(2cJ)07)-IIDOD(3eJ)06)

Pilz (2cJ)12)

Pilz (2e006)

Pi]Z (6eun05)

Pilz (0.001)

Pilz (0.006)

PiLZ (0.010)

Pilz (0.060)

I'i]Z (0.069

8334

E3__-     33

86___          8

8330

8435

249

529

1320

115               12

46            124

Putative digiianylate cyc]ase (3e-072)

digirmylatephosphodiesterasc(2e-051)

type IV pilus assembly Pilz (leJ}16)

hypotethical protein (2cJ)06)

hypothetical protein (0.012)

hypothetical protein (2c-88)

Cellulose synthase (le-16l)

liypothetical protein (0.006)

type IV piles assembly Pilz (0.41)

Glycosyltransferasc(1.4)

*Genes seleccionados en este estudio
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proteina con actividad glicosiltransferasa, las cuales forman'an parte de la maquinaria de

sintesis de EPS y sen'an regulada en foma positiva por c-di-GMP. Entre las proteinas

Pilz  con  "e-value"  significativo,  dos  son  proteinas  hipoteticas  y  la  tercera  es  rna

proteina  de  ensamble  del  pili  tipo  IV  que  se  relacionan'a  con  posibles  fenotipos  de

adhesi6n o motilidad.

Este  seminario  de  tftulo  se  centr6  en  analizar  los  cambios  en  los  niveles  de

transcripci6n de los tres genes que codificari'an putativas PDEs que presentan un solo

domihio   relacionado   al  metabolismo   del   c-di-GMP   (Tabla  3).   Los   genes   fueron

seleccionados para este estudio por el motivo de que son los thicos genes que codifican

para proteinas que poseen un s6lo dominio relacionado al metabolismo del c-di-GMP en

la proteina,  lo  que te6ricamente  los vuelve mds  ffroiles  de analizar desde  el punto  de

vista funcional. A lo largo de este trabajo, los genes serin designados por un c6digo en

base al dominio que poseen relacionado al metabolismo del c-di-GMP, el "contig" en

que se ubican y su marco de lectura: HD 83-19, IID 137-27 y EAL 83-31.

3.3. Purirlcaci6n de RNA total de j4. ffez.oo*i.d¢#sr.

En forma muy breve, el procedimiento de extracci6n de RNA total se inici6 con

rna lisis celular y luego rna separaci6n de fases con el uso del reactivo comercial de

extracci6n  Trizol®.  Las  propiedades  de  la  membrana  de  las  especies  del  g6nero

4cz.dz.ffo!.obacj//#s  las  vuelven  muy  resistentes  a  la  lisis  por  m6todos  tradicionales  de

extracci6n disefiados para bacterias mes6filas, 1o que involucra que muchas extracciones
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pemiten  extraer  cantidades  muy  bajas  de  acidos  ribonucleicos.  La  perdida  de  rna

extracci6n en cualquiera de sus etapas involucra la realizaci6n de un nuevo cultivo y una

espera de  12 dias para la obtenci6n de los tres puntos de la curva de crecimiento. Este

problema se dio  con mayor frecuencia en los  cultivos  con azufre  elemental  debido  al

menor ndmero de c6lulas sedimentadas y la menor eficiencia en la lisis celular, la causa

mds probable es la existencia de azufre coloidal que se desprende a partir de las perlas.

Se obtuvo RNA total en las diferentes etapas de crecimiento en los dos sustratos

energ6ticos (Figura 4). En las extracciones de c5lulas crecidas en tiosulfato en pen'odo

de fase estacionaria, a los 9 y 12 dias de incubaci6n se observ61a presencia de una gran

cantidad  del  RNA  5S.  Este  fen6meno  no  se  observ6  en  las  extracciones  de  cultivos

crecidos en azufro en este pen'odo de tiempo, pero si a los 3 dias de cultivo ¢igura 4).

En las extracciones a partir de tiosulfato se obtuvo rna mayor cantidad de RNA total,

debido a que se couseguia colectar un mayor ninero de c61ulas.

3.4. RT-PCR

Los partidores utilizados en los experimentos de PCR fueron disefiados a partir de

secuencias del  genoma de la cepa ATCC  19377 y probados en contra del DNA de la

cepa DSM 9463 para determinar la existencia de los fragmentos esperados, obteni6ndose

resultados positivos en la determinaci6n de la posible existencia de los 3 genes que
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Figura  4.  RNA total  extraldo  a  partir  de  celulas  planct6nicas  cosechadas  de J4c.f.dj.lfe7'obaci.//g"
l*j.co]fi.dons DSM 9463 crecidas en azufro (A) o tiosulfato (T) y utilizados en los experimentos
de  RT-PCR  y  qpcR.  Se  muestran  RI`IA  extraldos  de  cuatro  rfeplicas  biol6gicas  (R1-R4)  en
distintos momentos  de  La curva de creeiniento y tratados con  DNasa.  Banda superior:  rRNA
23S; Banda media: rRNA 16S; Banda inferior: rRNA 5S.
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codificarian p±oteinas con dominios PDE inicos (Tabla 3). Posteriomente se realizaron

experimentos de RT-PCR para analizar cualitativanente la expresi6n de estos tres genes

en funci6n del tiempo de crecilniento y del sustrato energ5tico. El proceso de sintesis de

CDNA es rna etapa cn'tica en la realizaci6n de los experimentos, debido a que existe

posibilidad de degradaci6n del RNA, baja sintesis de CDNA o presencia de fragmentos

de   DNA   gen6mico   que  den  un  falso   positivo.   Tambien  es  necesario   considerar

problemas en la reacci6n de PCR que den como resultado un falso negativo.

Los resultados muestran que en c5lulas crecides en azufre (Figura 5) se observ6 la

expresi6n de los genes IID 83-19 y IID 137-27 a los 9 di'as. A los 12 dias se observ6 rna

disminuci6n de la expresi6n del gen IID  83-19, mientras que la expresi6n del gen IID

137-27 se mantuvo constante. En el caso del gen EAL 83-31, codificante para la posible

fosfodiesterasa  con  dominio   EAL,   se   observ6   expresi6n  s6lo   a  los  tres   dias   de

crecimiento G]igura 5). En c6lulas crecides en tiosulfato se pudo observar expresi6n de

los tres genes seleccionados solanente a los tres dr'as de crecimiento (Figura 6). Por lo

tanto,  mediante  esta  primera  aproximaci6n  los  resultados  indican  que  existe  rna

expresi6n diferencial de los 3 genes seleccionados, la cual es dependiente del tiempo de

crecimiento y del sustrato energ6tico.
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Figura  5.  RT-PCR  de  los tres  genes  codificantes  para PDEs  a partir  de  c6lulas  crecidas  en
azufre. Para determinar la expresi6n cualitativa de los genes se realiz6 RT-PCR a cada CDNA
obtenido a partir del RNA extraido a diferentes dias de crecimiento en azufre. Cg: control PCR
con DNA gen6mico, +: PCR con CDNA sinteti2ndo con transcriptasa reversa, -: control PCR sin
transcriptasa reversa. R1, R2, R3, R4 representan la replica biol6gica.
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3.5. PCR en Tiempo Real

Para determinar en forlna cuantitativa los cambios en los niveles de transcripci6n

de los  genes analizados  a lo  largo  de la curva de  crecimiento  en diferentes  sustratos

energ6ticos, se procedi6 a determinar el ndmero de copias de mRNA presentes mediante

PCR en Tiempo Real (qpcR).

El  primer  paso  para  el  desarrollo  de  los  experimentos  de  qRT-PCR  fue  la

construcci6n de una curva de calibraci6n para cada uno de estos genes utilizando una

nasa  conocida  de  DNA  gen6mico  de  .4.   ffoz.oow.dcz#s  y  considerando  que  el  peso

molecular del genoma es aproximadamente 2,00 x  109 g/mol. Dado que los genes HD

137-27 (Figura 7), IID 83-19 G7igura 8) y EAL 83-31  (Figura 9) se encuentran en una

sola copia en el genoma, el ndmero de copias medidas del gen es id6ntico al ndmero de

genomas presentes en la reacci6n.

La intexpolaci6n de la curva de calibraci6n obtenida a partir de los diferentes Ct,

ciclo en el cual la amplificaci6n del DNA entra a la fase exponencial, permite determinar

el ninero de copias de los transcritos en las muestras de RNA extraldo. Para comparar

se realiz6 rna normalizaci6n en base a un gen no relacionado con la via del c-di-GMP.

En este caso  se utiliz6  el  gen que  codifica para el RNA ribosomal  16S.  I,a curva de

calibraci6n se hizo considerando que existen dos copias por genoma Q7igura 10).

39



A
Masa DNA          N° Copias obtenido                N° Copias te6rico

/reacci6n                                  /reacci6n
20 ng                           6,59* |o6
2 ng                             4,69* |o5

200 pg                         7,24.104
20 pg                              6'14*103

5,76*,02

6,02*106

6,02*105

6,02*104

6,02*103

6'02*102

3025i:LL105

20ng
2ng

aeof€
ae rs                                                                                            /
288--------                                                                   ,/

5                       10                      1 i                      20                      25                      sO                      35                      40
Cycle

363S34333231+301,29282726252423 cycng A .- (Page 1 }F`EO.99sORrefo,9-Mut€12EH5538Effl-cO

IIii=
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1Cj                                              ld                                              16                                              id

Ndmera de ctpke

Figure 7. Construcci6n de la curva de calibraci6n para los experimentos de PCR en tiempo real
del gen HD 137-27.  A. Deteminaci6n del ndmero de copias para cada masa de DNA gen6mico
utilizada, considerando que existe una copia del gen en el genoma de [4.  /A7.oox7.drum. 8. Curves
de  amplificaci6n  obtenidas  para las  muestras  de  DNA  gen6mico.  C.  Regresi6n  lineal  para el
grdfico entre el Ct v/s la concentraci6n de DNA gen6mico en escala logan'tmica.
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A
Masa DNA         N° Copias obtenido               N° Copias te6rico

/reacci6n                                 /reacci6n
6'23*106

5,74S,05

6,21*104

5,70*,03

6'25*,02

6'02*,06
6,02*105

6'02*104

6'02*103

6,02*,02
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id                                 id                                 16                                 id
NIhao de coplas

Figura 8. Construcci6n de la curva de calibraci6n para los experimentos de PCR en tiempo real
del gen HD 83-19. A. Dctemiinaci6n del ndmero de copias para cada nasa de DNA gen6mico
utilizada, considerando que existe una copia del gen en el genoma de ,4.  /Af'oorz.dams. 8. Curvas
de  anplificaci6n  obtenidas  para  las  muestras  de  DNA  gen6mico.  C.  Regresi6n  lineal  para el
grafico entre el Ct v/s la concentraci6n de DNA gen6mico en escala logaritmica.
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A
Masa DNA         N° Copias obtehido               N° Copias te6rico

/reacci6n                                 /reacci6n
7'28*106

1F,06
1,39*104

8,35*,03

8,40*,02

6'02*106

6,02*105

6,02*,04
6,02*,03

6,02*102

3433323130L29®282726252423
qfty A .®eri (Page 1 IRED,974eeR".9"htL3,173B=",enEtft5encytl.07

-------------,---

lib

id                                       id                                       16                                        id
Nfroo de copbe

Figura 9. Construcci6n de la curva de calibraci6n para los experimentos de PCR en tiempo real
del gen EAL 83-3 I.  A. Deteminaci6n del ndmero de copias para cada nasa de DNA gen6mico
utiLi2nda, considerando que existe una copia del gen en el genoma de 4.  /A7.oor7.d„2s. 8. Curvas
de anplificaci6n obtenidas para las muestras de DNA gen6nico,  C. Regresi6n  lineal para el
grifico entre el Ct v/s la concentraci6n de DNA gen6mico en escala logan'tmica.
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A
Masa DNA         N° Copias obtehido               N° Copias tedrico

/reacci6n                                 /reacci6n
8,56*,06

2F,06
2,14*105

43*104

7'86*102

1'20*,07

I,20*106

1,20*105

1'20*104

I,20*103

15!1oL5 long -2ng-
200psaep€ -
1pg

I

I

-
5                              10                             1S                             20                             25                             sO                             35                              40   I

Clnto                                                                                                                                    I

'®

Cycthg A.C>een gage 1 I
FcO,99383
F{",98771
M=4.176
Etry2,864
Effieie"ayso,74

1

NdrBro de coplas

para los exprerimentusFigure 10. Construcci6n de la curva de calibraci6n de PCR en tiempo real
del  gen  16S.  A.  Detelminaci6n  deL  ndrero  de  copias  para  cnda  nasa  de  DNA  gen6mico
utilizada,  considerando  que  existen  dos  copias  del  gen  en  el  genoma  de J4.  f¢7.ooxi.d.qny.  8.
Curvas  de  anplificaci6n  obtenidas para  las  muestras de DNA  gen6mico.  C.  Regresi6n  lineal
para el graeco entre el Ct v/s la concentraci6n de DNA gen6mico en escala logaritmica.
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El uso de las curvas de calibraci6n permiti6 la deteminaci6n del ndmero de copias

relativo que poseen cada uno de los genes estudiados durante la curva de crecimiento en

cultivos  con azufre  elemental  (Tabla 4)  o  tiosulfato  (Tabla  5).  El  ndmero  promedio

obtenido  de  copias  de  transcrito  para  cada  gen  es  relativamente  bajo  en  todas  las

circunstancias  analizadas  comparado  con  el  ndmero  de  copias  de  transcrito  del  gen

ribosomal  16S.  Como  gen normalizador,  el  gen DNA  16S no present6 cambios  en su

expresi6n en ninguna de las condiciones analizadas.

La cuantificaci6n de la expresi6n de los genes y el posterior analisis muestra que

los   patrones   de  transcripci6n  presentan  un  comportamiento   similar  al   observado

mediante RT-PCR en las condiciones  estudiadas para tiosulfato  Q?igura 6).  Los  genes

HD  137-27 y EAL 83-31  en c61ulas crecidas en azufre presentaron algunas diferencias

entre los resultados de qpcR y RT-PCR, lo cual puede deberse a la seusibilidad de las

tecnicas. El gen HD  137-27 present6 diferencias entre los 9 y 12 dr'as de incubaci6n, en

donde  la  tecrica  de  qpcR  detect6  un  aumento  en  la  expresi6n  a  los   12  dias  de

incubaci6n, mientras que por la metodologia de RT-PCR mostr6 un nivel constante de

expresi6n.

Los resultados normalizados de PCR en tiempo real a partir del RNA extraldo de

celulas crecidas en azufre (Figura 1 lA-C) muestran que el gen IID 83-19 present6 un
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Tab]a 4. Ninero promedio relativo (4 replicas biol6gicas) de copias de cada
transcrito  en  c6lulas  cultivadas  en  azufro  a  partir  de  los  valores  de  Ct
deteminados (ver Anexo 1).

3 Dias                        9 Dias                       12 Dias

Gen                 N° copias                  N° copias                  N° copies

HD 83-19       1,68x|03±0,62xl03    4,79xl03± 1,16xlof     2,56xl03±o,94x|o3

HD  137-27     5,54x|03± 1,50xl03     I,47xl04±0,84x|o4     5,8|x|o4± 1,o8x|o4

EAL83-31      3,35xlo4± 1,02xl04     1,85xl03±0,62x|o3    2,85x|o3± |28x|o3

rRNA  16S      8,69x|o8± 1,o5x|o8    7,99x|o8± 1,85x|o8    7,4ox|o8± 1,36x|o8

Tab]a 5. Ndmero promedio relativo (4 ieplicas biol6gicas) de copias de cada
transcrito  en  celulas  cultivadas  en  tiosulfato  a partir  de  los  valores  de  Ct
determinados (vcr Anexo I).

3 Dias                        9 Dias                       12 Dias

Gen                  N° copias                  N° copias                  N° copias

HD 83-19      4,74xl04± 124xl04    3,42xl03± |28x|03    2,40x|o3±o,96x|o3

ID 137-27     1,79x|04± 0,56x|04    2,73x|03± 0,72x|03    4,|6x|03± I,09x|o3

EAL 83-31     4,36xl04± 1,88xl04     5,24xl03±2,84x|03     3,53x|03± |2|x|o3

rRNA  16S      7,76x|O8± 1,60x|08     6,22xl08± 1,27xlo8     7,85x|o8±|,22x|o8
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aumento de la expresi6n a los nueve dias, la cual disminny6 a los doce dias, aunque el

nivel de expresi6n a los doce dfas es mayor que a los tres de incubaci6n (Figura llA). El

gen  ID   137-27  present6  un  aumento  en  su  expresi6n  a  lo  largo  de  la  curva  de

crecimiento, siendo la expresi6n mucho mayor a los doce di'as (Figura Ilo). El gen EAL

83-31 presento rna disminuci6n en los niveles de expresi6n transcripcional considerable

a los nueve dias, cuyo nivel aument6 a los doce dias OJigura llC).

En c6lulas crecidas en tiosulfato (Figura llD-F) se observ6 una disminuci6n en los

niveles  de  expresi6n  durante  el  crecimiento  para  todos  los  genes,  pero  a  diferentes

grados. El gen HD 83-19 presento rna disminuci6n de un orden de magnitud en su nivel

de transcripci6n a los nueve di'as, que se acentu6 a los doce dias de incubaci6n (Figura

i lD). El gen IID  137-27 present6 una disminuci6n de un factor de 5 en sus niveles de

expresi6n a los  nueve  dias con respecto  a los  otros genes,  manteni6ndose  este nuevo

nivel  de  expresi6n  a  los  doce  dias  G]igura  llE).  El  gen  EAL  83-31  present6  una

disminuci6n memos  marcada  en  los  niveles  de  expresi6n  que  el  gen  LID  83-19,  pero

mantiene la misma tendencia de disminuir su expresi6n a los nueve y a los doce dias de

incubaci6n (Figun llF).

Un analisis inicial del ndmero  de copias de cada transcrito indica carnbios en la

expresi6n  durante  el  crecimiento  en  ambos  sustratos  energ6ticos  Crablas  6-7).  Para

percibir mejor los  cambios  en la expresi6n transcripcional  durante  el  crecimiento,  se

procedi6 a determinar en forma cuantitativa las razones entre el ndmero normalizado de
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Tab[a 6. Cuantificaci6n de los cambios en los niveles de transcrito
para cada gen durante el crecimiento en medio con azufre.

Raz6n N° copias

Gen            3 dias/3 dias        9 dial/3 dias        12 dias/3 dias

ID 83-19           1,00 ± 0,37

ID 137-27         1,00 ± 0,27

EAL 83-31          1,00 ± 0,30

3,10 ± 0,75               1,79 ± 0,66

2,89 ± 1,65             12,32 ± 2,28

0,06 ± 0,02             0,10 ± 0,08

Tabla 7. Cuantificaci6n de los cambios en los niveles de transcrito
para cada gen durante el crecimiento en medio con tiosulfato.

Raz6n N° copias

Gen            3 dfas/3 dias        9 dias/3 dias        12 dias/3 dias

HD 83-19           1,00 ± 0,26

HD 137-27          1,00 ± 0,31

EAL 83-31          1,00 ± 0,43

0,09 ± 0,06             0,05 ± 0,02

0,19 ± 0,05              0,23 ± 0,06

0,15 ± 0,11               0,08±0,05
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copias de transcrito para cada gen, tomando en cuenta la expresi6n de cada gen a los tres

dias como linea basal de expresi6n.

En  los  cultivos  en  azufro  elemental  (Tabla  6)  se  apreci6  un  aumento  en  la

expresi6n transcripcional de los genes IID 83-19 y IID 137-27. La expresi6n del gen IID

83-19 presents un aumento de 3 veces a los nueve dias, mientras que a los doce dias s6lo

presentaba aproxinadamente 2 veces el liivel basal, mientras que la expresi6n del gen

ID 137-27 present6 un auniento de aproximadamente 3 veces el nivel basal a los nueve

dr'as y de unas  12 veces el nivel basal a los doce dias. Por otro lado, la expresi6n de la

PDE EAL 83-31 presents rna disminuci6n de alrededor de 17 veces a los nueve dias y

de alrededor de 10 veces a los doce dias.

En cultivos en tiosulfato (Tabla 7) se apreci6 una disminuci6n considerable en los

niveles de transcrito de todas las fosfodiesterasas analizadas. La expresi6n del gen IID

83-19  present6  una  disminuci6n  de  aproximadamente   10  veces  en  el  ndmero  de

transcritos a los nueve dias y de 20 veces a los  12 dias con respecto al nivel basal. La

expresi6n del gen HD 137-27 presento una disminuci6n de aproximadamente 5 veces en

el ndmero de transcritos a los nueve dias de incubaci6n, nivel que permaneci6 a los doce

dias  de  incubaci6n.  La  expresi6n  del  gen  EAL  83-31  present6  rna  disminuci6n  de

aproximadamente 7 veces en el ndmero de transcritos a los nueve dias y de  12 veces a

los doce di'as respecto del nivel basal.
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El ndmero de copias obtenido para cada transcrito indica la existencia de expresi6n

transcripcional diferencial de estos genes dependiendo si el sustrato energ6tico es azufre

elemental o tiosulfato. Para apreciar estas diferencias ligadas al sustrato energ6tico se

procedi6  a obtener la raz6n entre el ninero nomalizado  de copias de los transcritos

presentes  en bacterias  crecidas  en tiosulfato  con  respecto  al  ndmero  normalizado  de

copias de transcritos presentes en celulas crecidas en azufre (Raz6n Tiosulfato/Azufre) (Tablas

8-10).  Se compararon los niveles de transcrito por sustrato  entre el mismo ndmero de

dias de crecimiento.

La expresi6n del gen HD 83-19 en c61ulas crecidas en tiosulfato durante 3 dias es

30 veces mayor que la expresi6n del mismo gen en c6lulas crecidas en azufre durante 3

dfas.  Los niveles de expresi6n entre ambos sustratos energ5ticos a los 9 y  12  dias son

iguales, debido a que baja el nivel de transcripci6n en tiosulfato ITabla 8).

La expresi6n del gen HD  137-27 en c5lulas crecidas en tiosulfato a los 3  dias es

11,24  veces  mayor  que  la  expresi6n  en  celulas  crecidas  en  azufre  durante  el  mismo

pen'odo de tiempo. A medida que avanza el crecimiento, aumenta la expresi6n en azufro,

mientras que disminuye la expresi6n en tiosulfato. Asi, la expresi6n en c6lulas crecidas

en azufre a los 9 dias es 4 veces mayor (1/Raz6n) que la expresi6n en celulas crecidas en

tiosulfato, mientras que a los  12 dias la expresi6n en azufre es  14 veces mayor que la

expresi6n en tiosulfato (Tabla 9).
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Tabla  8.  Raz6n  normalizada  de  expresi6n  entre  tiosulfato  y
azufre   para  el   gen   de   la   fosfodiesterasa  D   83-19.   La
normali2aci6n  se  realiz6  mediante  el  uso  de  los  transcritos
16S.

Azufre                Tiosu]fato        Raz6n T/A

3 DIAS (I,68±0,62)xl03      (4,74± 1,24)xl04       31,6±3,35

9DiAS       (4,79±1,16)xl03      (3,42±128)xl03       0,92±0,12

12DiAS      (2,56±o,94)xlo3      (2,40±O,96)xl03       0,88±0,03

Tabla 9.  Raz6n nomalizada de  expresi6n entre tiosulfato y
azufre  para  el   gen   de   la  fosfodiesterasa  HD   137-27.   La
normalizaci6n  se  realiz6  mediante  el  uso  de  los  transcritos
16S.

Azufre               Tiosu[fato        Raz6n T/A

3 DIAS (5,54± 1,50)xl03     (1,79±0,56)xl04      11,24±`0,15

9 DfAS      (1,47±0,84)xl04     (2,73±0,72)xlo3       o,24±o,o7

12DiAS     (5,8l±1,08)xl04     (4,16±  I,09)xl03       0,07±0,01

Tabla  10. Raz6n normaliznda de expresi6n entre tiosulfato y
azufre  para  el   gen  de   la  fosfodiesterasa  EAL   83-31.   La
nomalizaci6n  se  realiz6  mediante  el  uso  de  los  transcritos
16S.

Azufre               Tiosulfato        Raz6n T/A

3 DIAS (3,35± 1,02)xl04      (4,36±  1,88)xl04       1,46±0,19

9DiAS       (1,85±0,62)xl03     (5,24±2,84)xl03       3,64±0,78

12DiAS      (2,85±1,28)xl03      (3,53±l,2l)xl03       I,17±0,12
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La expresi6n del gen EAL 83-31 disminuye a lo largo de la curva de crecimiento

en ambos sustratos energeticos. La expresi6n en tiosulfato a los 3 dfas de incubaci6n es

aproximadamente 2 veces mayor que la expresi6n en c6lulas crecidas en azufre por 3

dias. A los 9 dias de incubaci6n la expresi6n en medio con tiosulfato es 4 veces mayor

que la expresi6n en azufi.e elemental. La expresi6n en c6lulas crecidas en tiosulfato a los

12 dr'as es 1,2 veces mayor que la expresi6n en azufre a los 12 dias (Tabla 10).

Los  resultados  obtenidos  mediante  la  tecnica  de  qpcR,  en  conjunto  con  los

resultados de los analisis bioinfomaticos y los experimentos de RT-PCR, sugieren que

4.   ffoz.oorz.dcT#s  posee  rna  via  del   c-di-GMP   funcional,   El  analisis  bioinformatico

identific6 0RFs que codificarian proteinas con actividad DGC, proteinas con actividad

PDE y proteinas receptoras de c-di-GhAI' con dominio Pilz. Los genes HD 83-19, IID

137-27 y EAL 83-31 fueron seleccionados para el desarrollo de este trabajo debido a que

son mds faciles de estudiar desde un punto de vista funcional. Los 3  genes presentaron

una expresi6n transcripcional dependiente del sustrato energ5tico, asi como del tiempo

de crecimiento. La expresi6n inicial en tiosulfato fue mayor que en azufi.e.

Para  comprobar  en  foma  definitiva  la  existencia  de  una  via  del  c-di-GMP

funcional  en A.  f7zz.oorz.daur  es  necesario  complementar  los  resultados  obtenidos  con

experimentos  de medici6n  de  c-di-Cuff  a partir de  extractos nucleotidicos  de  c6lulas

crecidas  en azufre o tiosulfato, medici6n de actividad PDE desde  extractos  celulares

crudos  de  celulas  crecidas  en  azufre  o  tiosulfato  y  clonar  los  genes  que  codifican

putativas DGC y PDE, determinando si su funci6n se expresa en un sistema heter6logo.
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4. DISCUS16N

Las bacterias participantes en el consorcio biominero  son capaces de adherirse  a

sustrato mineral (Sand y col., 2001) mediante el desarrollo de matrices exopolimdicas

que favorecen la obtenci6n de energia metab6lica a partir de la oxidaci6n del mineral

(Lui y col., 2003; Kiusler y col., 2003; Hameit y col., 2006; Cotter y Stibitz, 2007). En

diversas  bacterias  Gram-negativas  los  procesos  de  adhesion  a  superficies,  sintesis  de

EPS  y  formaci6n  de  biopeliculas  se  encuentran  regulados por  las  vias  del  "Quorum

Sensing"  (Huber y  col.,  2001;  Labbate  y  col.,  2004;  Farah y col.,  2005;  Ruiz y col.,

2008) y la via del segundo meusajero  c-di-GMP  a)'Argenio y Miller,  2004;  Simm y

col., 2004). Los genes que codifican para proteinas relacionadas con el metabolismo o

sefializaci6n   del   c-di-GhAI'   ham   sido   identificados   en   dos  bacterias   del   consorcio

btom3n!ero, Acidithiobacillus ferrooxidans a:iriz y ®ch., 2007., Castro y col., 2009) y A.

car/dz/s' (Castro y col., 2009). En este trabajo nos propusimos estudiar la existencia de rna

posib\e    via    de\    a-ail-a:MP    en    \a,    baderia,    Acidithiobacillus    thiooxidans,    `in

microorganismo tanbi5n muy relevante en el proceso  de biolixiviaci6n en el cual no

existen estudios sobre esta via metab6lica.

El analisis bioinfomatico del genoma parcialmente secuengiado  de la cepa tipo

ATCC  19377 revel6 la existencia de  12  0RFs que codifican proteinas relacionades al

metabolismo y 8 0RFs que codifican proteinas relacionadas con la via de sefiali2aci6n

del c-di-GMP (Tabla 3, pagina 32). En 7 de los  12 0RFs relacionados al metabolismo
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del c-di-GMP, se encontraron los dominios GGDEF y EAL, 1 teria los dominios HDOD

y GGDEF, y 1  poseia los dominios HDOD y EAL. El hecho de que posean mds de un

dominio  dificulta el analisis funcional  desde un punto  de vista metab6lico.  Los  genes

HD  83-19,  IID  137-27  y  EAL  83-31,  que  codifican  para tres  posibles  PDEs,  fueron

seleccionados para este estudio por el motivo principal de que son los rinicos genes que

codifican para proteinas que poseen un s6lo domirio relacionado al metabolismo del c-

di-GMP en la proteina, lo que te6ricamente los vuelve mds faciles de analizar.

Para  comprobar  la  existencia  de  la  via  del  c-di-ChAI'  en  z4.  /fr7.oorj.dcus,  es

necesario demostrar que los genes identificados se trauscriban. Por eso se analizaron los

niveles  transcripci6n  de  los  genes  HD  83-19,  HD   137-27  y  EAL  83-31   mediante

experimentos de RT-PCR y qpcR. Antes de la realizaci6n de estos experimentos fue

necesario superar dos pasos criticos:  a) la obtenci6n de una metodologia   para realizar

cultivos de ripido crecimiento en azufre o tiosulfato y b) la extracci6n eficiente de RNA

a partir de c6lulas cosechadas desde cultivos crecidos en azufre o tiosulfato.

Despu6s de la obtenci6n de rna metodologia para el cultivo activo de la cepa DSM

9463, el crecimiento de las bacterias en ambos medios mostr6 un aumento exponencial a

partir de los 2 dr'as de incubaci6n. Se utiliz6 la cepa DSM 9463 por la raz6n de que no

fue posible hacer crecer la cepa tipo ATCC  19377. El crecimiento celular planct6nico

fue mds pronunciado en el medio tiosulfato G7igura 3, pagina 30) que en el medio con

azufi.e  (Figura  2,  pagina  30).  El  azufre  es  un  sustrato  oxidable  s6lido  en  el  que  las

bacterias  deben  adherirse  para iniciar  el  proceso  metab6lico  activo  de  obtenci6n  de
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energia y posterior crecimiento  Qlameit y col.,  2006).  El hecho  de  que las bacterias

necesitan adherirse al azufi.e elemental antes de iniciar el crecimiento celular result6 en

un mayor esfuerzo en la obtenci6n de rna metodologia de crecimiento "fapido".

Se realiz6 la extracci6n del RNA total para determinar la expresi6n transcripcional

de los 3 genes estudiados en este seminario de ti'tulo. Todas las extracciones de RNA se

hicieron  a  partir  de  c6lulas  planct6hicas.  La  extracci6n  de  RNA  en  las  diferentes

condiciones seleccionadas se realiz6 mediante la metodologia modificada de extracci6n

mediante  Trizol®.  En  5sta  se  realiza  rna  lisis  previa  al  uso  del  reactivo  Trizol®,

permitiendo  la  extracci6n  eficiente  de  froidos  nucleicos  tanto  en  azufro  como  en

tiosulfato.  Este  protocolo  modificado  es  necesario  debido  a  las  propiedades  de  la

membrana de estos hicroorganismos acid6filos, que originan en rna lisis poco eficiente

por  metodos  tradicionales.  Las  extracciones  de  acidos  ribonucleicos  totales  fueron

mayores en cultivos con tiosulfato como fuente energ5tica, aunque en las extracciones

realizadas en etapas tardi'as se observ6 rna gran concentraci6n de fragmentos a la altuna

del RNA 5S  (Figura 4, pdgina 35). El hecho de que s6lo aparece en estas condiciones,

indican'a que existe un componente fisiol6gico que afectari'a la proporci6n de este RNA.

Los experimentos de RT-PCR mostraron que la expresi6n a lo largo de la curva de

crecimiento   de   los   3   genes  presenta  cambios   que  son  dependientes   del   sustrato

energetico. En las muestras derivadas de tiosulfato, se observ6 una disminuci6n de la

expresi6n de todos los  genes  en las  etapas mds tardr'as  de  9  y  12  dias de crecimiento

Q7igura 6, pagina 38). Esta disminuci6n podria estar acompafiada con un aumento de los
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Iiiveles  intracelulares  de  c-di-GMP,  lo  que  sen'a  concordante  con  lo  reportado  en  la

literatura  de  que  el  nivel  de  c-di-GMP  aumenta  en  la  fase  estacionaria  (Kumar  y

Chatteji, 2008). En el caso de los RNA extraldos desde cultivos con azufre, se observ6

un  aumento  en  la  expresi6n  de  los  genes  HD  83-19  y  IID  137-27,  mientras  que  la

expresi6n del gen EAL  83-31  disminuy6  a lo  largo  del crecimiento  G7igura 5, pagina

37). El aumento de la expresi6n de los genes HD 83-19 y HD  137-27 podria deberse a

que  las  bacterias  se  encuentran  en  una  etapa  de  biopelicula  madura,  en  la  que  se

movilizan  para  colonizar  nuevos  sustratos.  Debido  a  que  existen  multiples  sefiales

intemas y extemas en una biopelicula madura, existe mucha diversidad fenoti'pica que

permite  el  desarrollo  de bacterias m6tiles con un bajo hivel  de  c-di-GMP  intracelular

Oclausen y col., 2003; Jonas y col., 2009).

Al comparar mediante qpcR los niveles de expresi6n de los genes HD 83-19, I.ID

137-27  y  EAL  83-31  en  c6lulas  de .4.  f¢z.oori.dczus  crecidas  en un  sustrato  energ6tico

s6lido con aquellas c6lulas de A. /73!.oox!.c7aur crecidas en un sustrato energetico soluble

se evidencia que existen diferencias (Tablas 8-10, p5gina 51). El ndmero de copias de

transcrito de los tres genes en c6lulas crecidas en tiosulfato es inicialmente alrededor de

un orden de magnitud mayor con respecto a la expresi6n en c5lulas crecidas en azufre.

Esto  podr'a  deberse  a  la  existencia  de  un  sustrato  s6lido  al  cual  las  c6lulas  deben

adherirse. El nivel menor de expresi6n de los genes ID 83-19, IID  137-27 y EAL 83-

31, que codifican'an proteinas con actividad PDE, en c6lulas crecidas en azufre deben'a

estar acompafiado por un nivel mds  alto  de c-di-GMP intracelular,  Un nivel  de  c-di-

GMP  intracelular mds alto en c6lulas crecidas en sustratos oxidables s61idos,  sugerin'a
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que el  c-di-GNI' juega un papel en la formaci6n de biopeliculas en ,4. f7!!.oor!.dig72s,  al

igual que lo descrito en la literatura para otras bacterias (Huber y col., 2001 ; Thormann y

col., 2006; Nakhanchick y col., 2008).

Al comparar la expresi6n de los genes HD  83-19, ID  137-27 y EAL 83-31  a lo

largo del crecimiento, ya sea en un sustrato s6lido o soluble, se observaron diferencias

significativas  en  el  ndmero  de transcritos.  En  c6lulas  crecidas  en tiosulfato  (Tabla 7;

pagina 48), el ndmero normalizado de transcritos de los tres genes estudiados disminuy6

a medida que el cultivo pasaba a la fase estacionaria de crecimiento. Esta disminuci6n en

el nivel de expresi6n de proteinas PDE estarl'a acompafiada con un aumento del nivel

intracelular de c-di-GMP, Io curl seria concordante con lo reportado en otras bacterias

que aumentan los niveles de c-di-ChAI' en fase estacionaria QCumar y Chatterii, 2008).

En  el  caso  de  c6lulas  crecides  en azufre  elemental  (Tabla 6;  pagina 47),  tal  como  se

describi6  en  la  discusi6n  sobre  los  resultados  de  RT-PCR,  1a  disminuci6n  de  la

expresi6n nomalizada del gen EAL 83-31, asi como el aumento de la expresi6n de los

genes IID 83-19 y HD 137-27, se deberia al desarrollo de una biopeliculas madura sobre

el sustrato s6lido.

Al comparar resultados obtenidos mediante las t6cnicas de RT-PCR y qpcR se

apreciaron diferencias entre la deteminaci6n de cambios en los niveles de transcripci6n

de  los  genes  ID  137-27  y EAL  83-31.  La t5cnica de  qpcR  detect6  cambios  en  los

niveles de los transcritos en circunstancias donde la t6chica de RT-PCR no fue capaz de

detectar, debido a la sensibilidad de las tecnicas. ha techica de qpcR es mds sensible
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que  la  tecnica  de  RT-PCR  debido  a  que  el  qpcR  utiliza  fluor6foros  que  pemiten

detectar DNA en bajo ndmero de copias a lo largo de la reacci6n, mientras que la t6cnica

de RT-PCR, detecta la cantidad total de amplificado desputs de la reacci6n. La t6cnica

de  RT-PCR  posee  la  desventaja  de  no  poder  detectar  bajo  niinero  de  copias  de

amplificado, asi como el hecho de que la detecci6n mediante BrEt-UV es saturable. Esta

diferencia es especialmente notable con el gen EAL 83-31, en donde la baja sensibilidad

de la detecci6n por BrEt, se suma al posible hecho de que las condiciones de PCR no

eran las 6ptimas.

Los resultados obtenidos durante este trabajo entregan las primeras evidencias de

la existencia de rna via funcional  del  c-di-GMP  en J4.  f¢z.oo#i.daus.  La comprobaci6n

definitiva   de   la   existencia   de   esta   via   metab6lica   requeriri   de   realizaci6n   de

experimentos  que permitan determinar i)  la existencia de c-qi-GMP  en 4.  ffaj.oorz.c7cus

crecido en azufre o tiosulfato; ii) medici6n de actividad PDE total a partir de extractos

celulares  crudos;  iii)  clonar  las  putativas  DGC  y  PDE  y  deteminar  si  expresan  su

funci6n en un sistema heter61ogo;  y iv)  estudiar la expresi6n de los genes  estudiados

mediante estudios prote6micos.
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5. CONCLUSI0NES

En base a los resultados obtehidos de los diversos experimentos realizados durante

este tra.bajo es posible emitir las siguientes conclusiones:

•    Acidithiobacillus thiooxidans DSM 9463 es capalz de orecer reledIvarnen`te rap±do

en azufi.e elemental o tiosulfato como fuente energ6tica. El cultivo en tiosulfato

alcanz6 la fase estacionaria mucho antes que el cultivo en azufre.

•    Se ha disefiado un protocolo experimental que permite la extracci6n eficiente de

RNA desde celulas de 4. !fo!.oow.dcrus mediante rna lisis alcalina previa al uso de

un reactivo comercial para extracci6n.

•    .Los analisis bioinformaticos  del genoma parcialmente  secuenciado  indican que

Acidithiobacillus  thiooxidans  posee  \os  co"ponentes  necesarios  para,  \a  viii

metab6lica y de sefializaci6n del c-di-GMP.

•    Bajo las variables de sustrato energetico y dias de crecimiento, existen cambios

en los niveles de expresi6n transcripcional de los genes IID 83-19, IID  137-27 y

EAL  83-31,  codificantes para posibles  fosfodiesterasas.  Esto podr'a deberse al

hecho  de  que  para  oxidar  el  azufre  elemental  es  necesario  la  adhesi6n  de  las

c6lulas al sustrato s6lido y la posterior fomaci6n de rna biopelicula.

•    A medida  que  avanza el  crecimiento  en tiosulfato,  disminuyen  los niveles  de

transcripci6n   de   estas   posibles   fosfodiesterasas,   mientras   que   en   azufre

elemental,  los genes  que codifican fosfodiesterasas IID  aumentan su expresi6n

transcripcional.
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•    En  c6lulas  crecidas  en  azufre,  el  gen  codificante  para  la  PDE  EAL  83-31

present6  un mayor nivel  de expresi6n trauscripcional inicial  que los genes que

codifican para fosfodiesterasas con dominio HD.

•    En   ambos   sustratos   energ6ticos,   el   gen   EAL   83-31    baj6   su   expresi6n

transcripcional a medida que avanzaba el crecimiento. Debido a que la literatura

indica que el c-di-GMP aumenta a medida que se acerca a la fase estacionaria,

esta fosfodiesterasa podria ser la principal enzina participante en la degradaci6n

de c-di-GMP.
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7. ANEXOS

7.1. Anexo  1. Dates obtenidos mediante qpcR para  la cuantificaci6n

del ndmero de copias de mRNA de los genes IID 83-19, IID 137-27,

EAL 83-31 y DNA 16 S.

La cuantificaci6n de los niveles de transcritos correspondientes a los genes IID 83-

19, HD 137-27 y EAL 83-31 se utiliz6 con el m6todo de determinaci6n de la abundancia

relativa de cada transcrito con respecto al nivel de rRNA 16S. Mediante el uso el uso de

la  ecuaci6n  obtenida para cada curva de  calibraci6n  se puede  obtener el  ndmero  de

copias y la eficiencia por cada reacci6n de qpcR (Tabla  11). El ninero de copias de

cada transcrito  es  calculado  a partir de los datos  de  Ct obtenidos a partir de muestras

extraldas de celulas crecidas en azufre elemental o tiosulfato (Tablas 12-13).

Tabla 11. Curvas de calibraci6n obtenidas para cada gen mediante qpcR.

Gen                        Hcuaci6n obtenida                  Eflciencia*

IID 83-19      Ct=-3,250 logo{°copias)+35,607

IID 137-27    Ct= -3,312 log ov°copias) + 45,538

EAL 83-31     Ct = -3,173 log orocopias) + 44,o8o

rRNA 16 S    Ct= -4,176 log ov°copias) + 42,664           0,74
*Para el calculo de la eficiencia a3) se utiliz6 la funci6n E = 10-

pendiente de la recta obtenida al graficar Ct v/s log N° copias.
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Tabla 12. Valores de Ct obtenidos para cada gen
en   c51ulas   crecidas   en   azufre   elemental.    Se
presenta el promedio de 4 replicas biol6gicas.

3 Dias            9 Dias           12 Dias

Gen                Ct                  Ct                  Ct

HD83-19      25,12±0,44    23,65±029    24,53±0,44

ID 137-27    33,14±0,35    31,73±0,64    29,76±0,25

EAL83-31     29,72±0,36    33,71±0,45    33,12±0,51

rRNA16S      5,33±o,20       5,49±0,38       5,63±0,31

Tabla 13. Valores de Ct obtenidos para cada gen
en  celulas  crecidas  en  tiosulfato.  Se  presenta  el
promedio de 4 replicas biol6gicas.

3 Dfas            9 Dies           12 Dias

Gen                Ct                  Ct                  Ct

IH) 83-19     20,41±0,33    24,12±0,72    24,62±0,47

HD  137-27     31,45±0,39    34,16±0,34    33,53±0,33

EAL83-31     29,35±0,50    32,28±0,21     32,82±0,41

rRNA16S      5,54±0,34      5,94±0,34       5,52±0,26
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