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RESUMEN

La biolixiviacion es un proceso de solubilizacién de minerales insolubles utilizado

para la obtencién de metales valiosos en yacimientos de baja ley que aprovecha el
metabolismo energético de bacterias y arqueas, dentro de las cuales se encuentra la

bacteria Gram-negativa Acidithiobacillus thiooxidans.

Acidithiobacillus  thiooxidans es una y-proteobacteria, acidéfila vy
quimiolitoautotrofica que participa en el consorcio microbiano de biolixiviacién de
minerales sulfurados. La unién de la bacteria a la superficie del mineral y ei desarrollo
de una biopelicula es un paso crucial del proceso. En numerosas bacterias Gram-
negativa, los procesos de adhesion a superficies y formacién de biopeliculas se
encuentran bajo la regulacién del mensajero secundario c-di-GMP. Este es sintetizado a
partir de GTP por proteinas con actividad diguanilato ciclasas (DGCs) y degradado por
proteinas fosfodiesterasas (PDEs). Mediante cinco clases de receptores de naturaleza
proteica y un dominio receptor conservado rio arriba en algunos mRNA (riboswitch) se
regulan procesos como motilidad, secrecién de factores de adhesién a superficies,

formacion de biopeliculas, respuesta a stress ambiental y virulencia.

Debido a la importancia del c-di-GMP en la formacién de biopeliculas, se decidi6
determinar si Acidithiobacillus thicoxidans poseia una via metabélica funcional, al igual

que las vias descritas en especies biomineras como 4. ferrooxidans y A. caldus.




En una primera instancia se intent6 hacer crecer la cepa de 4. thiooxidans 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 andlisis bioinformético de la secuencia genémica parcial de la cepa tipo
ATCC 19377 de A thiooxidans rtevelé la presencia de posibles genes
que codificarian para proteinas con funciones relacionadas con el metabolismo y
sefializacion 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 dominio HD (HD 83-19 y HD 137-27), 1 PDE con
dominio EAL (EAL 83-31) y 8 proteinas con dominio PilZ. Esto sugiere la

existencia de una via metabdlica funcional en este microorganismo.

Mediante ensayos de RT-PCR y ¢PCR se procedié a determinar en forma
cuantitativa la expresién de los genes HD 83-19, HD 137-27 y EAL 83-31 en
diferentes puntos de la curva de crecimiento de Acidithiobacillus thiooxidans DSM

9463 crecidos en diferentes sustratos energéticos.
Los experimentos de RT-PCR mostraron que en células crecidas en azufre

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

curva de crecimiento, mientras que el gen EAL 83-31 disminuia su expresion a lo largo
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del crecimiento. Por otro lado, en células crecidas en tiosulfato como sustrato se observo

una disminucién en la expresion para los tres genes durante el crecimiento.

Los experimentos de gPCR revelaron que la expresién del gen HD 83-19 aument6
un méaximo de 3 veces a los 9 dias, mientras que la expresion del gen HD 13727
aumento unas 12 veces a los 12 dfas de incubacion. Por otro lado, la expresion del gen
EAL 83-31 en células crecidas en azufre elemental, asi como la expresion de los genes
HD 83-19, HD 137-27 y EAL 83-31 en células crecidas en tiosulfato, disminuyé 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 4. thicoxidans. Los genes HD 83-19,
HD 137-27 y EAL 83-31 presentan una expresién dependiente del sustrato energético y
del tiempo de crecimiento. La comprobacion definitiva requerird de experimentos de

extraccién de c-di-GMP, clonamiento de putativas DGC y PDE y medicién de actividad

PDE total.




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

Archaea, which is the gram-negative bacteria 4Acidithiobacillus thiooxidans.

Acidithiobacillus thiooxidans 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, formation

of biofilms, response to environmental siress and virulence factors.

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

determine if Acidithiobacillus thiooxidans had a functional, metabolic pathway along

with routes described in biomining species as A4. ferrooxidans and A. caldus.
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A first attempt to grow A. thicoxidans strain DSM 14887 (equivalent to strain
ATCC 19377) to perform 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 A. thiooxidans revealed the presence of possible genes that would
codify for proteins with functions related to the ¢-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 HD domain (HD 83-
19 and HD 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 gPCR trials proceeded to determine in quantitative terms the
expression of genes HD 83-19, HD 137-27 and EAL 83-31 at different points of the
curve in growth Acidithiobacillus thiooxidans DSM 9463 grown on different energy

substrates.

RT-PCR experiments showed that in cells grown in elemental sulfur, 83-19 HD
and HD 137-27 genes increased expression growth 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,



gqPCR experiments revealed that the HD 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 HD 83-19, HD 137-27 and EAL 83-31

genes 1n 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. thiooxidans. The HD 83-19, HD 137-27 and EAL 83-31 genes
have an expression energetic substrate and time of growth dependent. The final probe
requires experiments of c-di-GMP extraction, putative DGC and PDE cloning, and total

PDE activity measurement.
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1. INTRODUCCION

1.1. Biolixiviacion

Se define como biolixiviacion al proceso natural de lixiviacién o solubilizacién de
minerales insolubles basado en el metabolismo energético de algunos microorganismos
que obtienen la energia necesaria para realizar sus funciones vitales a partir de la
oxidacién de compuestos azufrados y/o ferrosos, presentes generalmente en los
concentrados mineros. Este proceso es aplicado en la mineria para la obtencion de
minerales valiosos como cabre u oro en depdsitos de baja ley (Rawlings 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 utilizacién de calor

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

Entre los diversos microorganismos participantes en el consorcio se encuentran
bacterias Gram-negativas como Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus
thiooxidans, Acidithiobacillus caldus y Leptospirillum sp. (Goebel y Stackebrandt,
1994) y arqueas tales como Ferroplasma acidiphilum, Sulfolobus metallicus y

Methallosphaera sedula (Auernik y col., 2008).

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

biolixiviacion (Sand y col., 2001). Esta adherencia se realiza mediante la secrecién de




sustancias poliméricas extracelulares (EPS) que facilitan la formacién de biopeliculas
(Lui y col., 2003; Kinsler y col., 2003; Harneit y col., 2006; Cotter y Stibitz, 2007). En
la mayoria de las bacterias, los procesos de reduccion de movilidad, adhesion a diversas
superficies, produccion de EPS y formacion de biopeliculas se encuentran regutados por
dos vias: el “Quorum Sensing” (Huber 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 alostérico de la celulosa
sintasa en la bacteria degradadora de fruta Gluconacetobacter xylinus (antignamente
Acetobacter xylinum) (Weinhouse y col., 1997), es un segundo mensajero utilizado en la
transduccién de sefiales por diversos grupos de bacterias (Ryjenkov y col., 2005;
Tamayo y col., 2007). Su impacto global sobre procesos findamentales del desarrollo
bacteriano ha sido reconocido en afios recientes por andlisis bioinformaticos y

experimentales (Jonas y col., 2009).

1.2.1. Sintesis

El c-di-GMP se sintetiza a partir de la condensacién de 2 moléculas de GTP por

una clase de enzimas llamadas diguanilato ciclasas (DGCs) que presentan en su




secuencia primaria el motivo altamente conservado caracteristico GGDEF, cuyos
aminodcidos contribuyen a la uni6n del sustrato y catélisis (Ausmees y col., 2001). Dado
que el dominio GGDEF sélo puede unir una molécula de GTP, coordinado con dos Mg*™
(Wassmann y col., 2007), las proteinas DGCs son funcionales como dimeros, aunque
también existen DGCs funcionales como trimeros o tetrameros (Chan y col., 2004;

Ryjenkov y col., 2005).

Gran parte de las protefnas con dominio GGDEF funcional presentan ademés un
motivo regulador RXXD en el interior del dominio, relacionado con la regulacién
alostérica de la actividad DGC, denominado sitio I (Chan y col., 2004). Esto permite una
inhibicién no-competitiva de la enzima, impidiendo el agotamiento de GTP (Christen y

col., 2006).

1.2.2. Degradacion

La degradacion del c-di-GMP es llevado a cabo por dos clases de enzimas con
actividad fosfodiesterasa (PDE) que presentan en su secuencia los motivos EAL o HD-
GYP, siendo este tltimo menos conocido, lo cual no significa que sea menos abundante

(Romling y Simm, 2009).

Las fosfodiesterasas con dominio EAL hidrolizan el c-di-GMP dejando como
producto unico diguanilato linear (pGpG), el cual es degradado a guanilato monofosfato

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




Mn'? y es inhibida en presencia de Ca™ o Zn*? (Bobrov y col., 2005; Schmidt y col.,

2005).

El dominio HD-GYP, el cual es un subgrupo de la superfamilia de fosfohidrolasas
dependientes de metales HD, fue predicho por andlisis bioinformédticos como una
segunda clase de fosfodiesterasa especifica de c-di-GMP, y luego comprobado
experimentalmente (Ryan y col., 2006). El dominio HD-GYP, a diferencia del dominio
EAL, cataliza la hidrdlisis de ¢c-di-GMP directamente a dos moléculas de GMP (Dow y

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

1.2.3. Regulacion del nivel de c-di-GMP intracelular

Dado que se frata de un segundo mensajero, el nivel intracelular total de ¢c-di-GMP
se encuentra alta- y dinamicamente regulado, siendo afectado por numerosos factores
externos e internos. La regulacion se realiza por control en la expresion génica y la
modulacion de las actividades enziméticas responsables de su metabolismo, lo cual
adquiere relevancia debido al elevado ntimero de genes codificantes para proteinas con
dominios DGC o PDE en los genomas. El mimero de genes es generalmente mayor en
bacterias Gram-negativas que en bacterias Gram-positivas, en especial en las y-
proteobacterias, y no existe relaciéon entre el nimero de genes y la distribucion
filogenética (Galperin y col., 2001a; Galperin, 2004; Kumar y Chatterji, 2008). En la

Tabla 1 se aprecia el niimero de genes relacionados al metabolismo del ¢-di-GMP en

diferentes tipos de bacterias.




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

Bacteria N° de genes
 Agrobacterium tumefaciens (-} 17 =
Aquifex aeolicus (-) 20
,Eacillus halodurans (+) 8 l
Bacillus subtilis (+) 7
Borrelia burgdorferi (-) 3
Caulobacter crescentus (-) 14
| Deinococcus radiodurans () 25 |
Escherichia coli (-) 36
| Mesorhizobium loti () 41 |
Mycobacterium smegmatis (+) 1
D’seudomonas aeruginosa (-) 57
Salmonella typhimurium (~) 27
| Shigella flexneri &) 13 i
Synechocystis sp. (-) 38
[ Thermotoga maritima (-) 18 f
Vibrio cholerae (-) 12
. Xanthomonas campesiris (-) 37




1.2.3.1. Regulacidn a nivel de la actividad enzimatica.

1.2.3.1.1. Organizacion de las proteinas DGC y PDE,

Los dominios proteicos relacionados con la sintesis y degradacién de c-di-GMP
raramente se encuentran como inico dominio del polipéptido. Generalmente suelen
encontrarse en proteinas con muiltiples dominios sensores (DS) que participan en la
transduccién de sefiales, ya sean citosdlicos o unidos a membrana, en donde la
combinacion de dominios [DS-DGC-PDE] es comun, aunque existen numerosas otras
(Romling y col., 2005; Romling y Amikam, 2006; Hengge, 2009; Romling 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 flavina, que sensa oxigeno o
estado redox (Chang y col., 2001); el dominioc GAF, que une pequefios ligandos o
interactia con otras protefnas (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 conservado por un receptor de membrana con actividad quinasa,
lo que activa al dominio regulador de respuesta, ya sea DGC u otro (Aldridge vy col,,
2003; Hickman y col., 2005); el dominio asociado a FAD, sensor de luz azul BLUF
(Hasegawa y col., 2006); y los dominios transmembrana con ligando desconocido
CHASE (Galperin y col., 2001a), MHYT (Galperin y col., 2001b), MASE1 y MASE2

(Nikolskaya y col., 2003).




1.2.3.1.2. Secuestro de médulos de control de e-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, lo que permite 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
sus actividades, cambian en respuesta a alteraciones ambientales o celulares a lo largo
del tiempo, lo que limita el nimero y/o tipo de proteinas DGC y PDE activas bajo
condiciones particulares en un momento dado. Ademés, los grupos cambiantes de
proteinas involucran cambios en los dominios sensores que pueden influir en el control

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

El mecanismo de secuestro funcional implica que médulos completos de control y
sefializacion de c-di~-GMP se encuentran presentes en la célula, 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 Ia divisién asimétrica de la bacteria Caulobacter crescentus, que deja como
resultado una célula adherida y una célula métil. Durante la diferenciacién celular, la

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

el sistema de adhesion (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. Regulacion a nivel de Ia expresion génica.

El control del nivel de proteinas DGC o PDE presentes en la célula se realiza tanto
a nivel de la transcripcion como a nivel de la estabilidad del RNA mensajero (mRNA).
Estudios recientes realizados en diversas bacterias, demostraron que diversos
reguladores globales de la expresiéon génica participan en la regulacion de la red
metabdlica del ¢-di-GMP a multiples niveles (Jonas y col., 2009). Entre los reguladores
globales participantes se encuentran i) el factor sigma S (cS), el cual es requerido para la
expresion de siete proteinas GGDEF/EAL (Weber y col., 2005) y de CsgD, regulador
principal en la formacién de biopeliculas (Brombacher y col., 2006; Simm y col., 2009)
que regula la expresion de la DGC AdrA y la PDE YoaD y STM1827 en E. coli y S.
typhimurium, respectivamente, permitiendo el control en la produccion de celulosa
(Romling y col.,, 2000; Brombacher y col., 2006); ii} FliA, el cual regula en forma
positiva la expresion de la PDE YhjH y YcgR, proteina receptora con dominio PilZ en
E. coli 'y S. typhimurium (Claret y col., 2007); iii) la proteina de unién a cAMP CRP, Ia
cual unida a cAMP regula la formacion de biopeliculas en forma positiva E. coli
(Jackson y col., 2002) o negativa en Vibrio cholerae al regular la expresion 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 Vibrio cholerae, el cual reprime la formacion de

biopeliculas al regular en forma directa o indirecta la expresién de 14 proteinas




GGDEF/EAL, ademas de activar la expresion de cuatro proteinas HD-GYP (Hammer y
Bassler, 2008; Waters y col., 2008); v) CpxR, parte del sistema de dos componentes
CpxAR que induce Ia transcripcion de la proteina DGC YdeH en E. coli (Yamamoto e
Ishihama, 2005); y vii) la proteina de unién a RNA CsrA, que reprime la expresién de

Ias proteinas DGC YdeH e YcdT en E. coli (Jonas y col., 2008).

1.2.4. Transduccion de seiiales

Actualmente, se conocen dos clases principales de moléculas receptoras que unen
c-di-GMP: las 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 degenerados (Duerig y col., 2009; Newell y col., 2009).
Estos grupos de receptores regulan positiva o negativamente diversos eventos
fisiolégicos (Figura 1). La regulacion se da a nivel de la transcripcién (Hickman y
Harwood, 2008), la traducci6én (Sudarsan y col., 2008) y la post-traduccion a nivel de i)
la actividad (Ryjenkov y col., 2006; Lee y col., 2007; Merighi y col., 2007), ii) la

secrecion (Monds y col., 2007) o iii) la estabilidad de la proteina (Duerig y col., 2009),

Entre los diversos fenotipos que se han visto afectados por los niveles de c-di-
GMP en diferentes bacterias se encuentran la motilidad (Huber y col., 2001; Simm y

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

col., 1997; Merighi y col., 2007), la adhesi6n a superficies (Claret y col., 2007), la
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Figura 1. Elementos moleculares involucrados en la via de regulacion del segundo mensajero c-
di-GMP. El ¢-di-GMP es sintetizado a partir de dos moléculas de GTP por el dominio GGDEF
presente en DGCs. El dinucledtido 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 estructural GEMM son capaces de transducir los cambios de concentracién de c-di-

GMP en respuestas fisiologicas.

10




formaci6én de biopeliculas (Huber y col., 2001; Thormann y col., 2006; Nakhamchick y
col., 2008), la virulencia en diversos patogenos de plantas y animales (Kulasakara 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 Pseudomonas putida (Sarand y col., 2008), la
supervivencia a largo plazo en Mycobacterium smegmatis (Kumar y Chatterji, 2008), el
desarrollo de heterocistos en Anabaena sp. (Nuenuebel y Golden, 2008), la progresién y
regulacion del ciclo celular en Caulobacter crescentus (Duerig y col., 2009), Ia
resistencia a antibidticos en Aderomonas jandaei (Alksne y Rasmussen, 1997), la
respuesta a estrés ambiental en Pseudomonas aeruginosa (Klebensberger y col., 2008),
la frecuencia de transposicién en E. coli (Hyde y Tu, 1985) y la fotosintesis en

Synechococcus elongatus (Thomas y col., 2004).

1.2.4.1. Dominio PilZ

El dominio PilZ, descubierto en Pseudomonas aeruginosa, fue propuesto a partir
de andlisis bioinforméticos como posible receptor de c-di-GMP, siendo después
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 aminoacidos del dominio PilZ
(Benach y col., 2007), y participarian en la unién 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




(Ryjenkov y col., 2006), virulencia (McCarthy y col., 2008) y formacién de biopeliculas

(Pratt y col., 2007).

1.2.4.2. PelD

PelD, pertenecienie al operén pel, es una proteina regulatoria cuya funcién se
encuentra relacionada con la regulacion positiva de la sintesis de exopolisacaridos de
tipo pel, ricos en glucano (Friedman y Kolter, 2004). Presenta un motivo RxxD, similar
al sitio I presente en proteinas GGDEF, ademas de cierto grado de similitud estructural
(Christen y col., 2006), por lo cual se ha sugerido que el dominio de unién a ¢-di-GMP

de PelD es un dominioc GGDEF degenerado (Lee y col., 2007).

1.2.4.3. FleQ

FleQ, recientemente descubierto en P. aeruginosa, es un regulador transcripcional
que regula en forma negativa la produccion de exopolisacéridos al reprimir la
transcripcion 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 transcripcion (Hickman y

Harwood, 2008).

12




1.2.4.4. LapD

LapD, descubierta en Pseudomonas fluorescens, es una proteina de membrana
interna requerida para la formacion de biopeliculas y ¢l 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 través del dominio EAL, el dominio HAMP cambia su
conformacion y permite la activacion del dominio periplasmatico, el cual se une a LapA

(Newell y col., 2009).

1.2.4.5. CLP

CLP es un regulador transcripcional que posee identidad de secuencia y similitud
estructural con la protefna de unién a cAMP CRP. A diferencia de CRP, CLP se
encuentra unido a secuencias promotoras cuando no une c-di-GMP. En Xanthomonas
campestris, la unién del c-di-GMP a CLP regula en forma negativa procesos
relacionados a la virulencia, como sintesis de exopolisac4ridos, 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. Dominic GEMM

La segunda clase de moléculas 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
rio arriba en la region 5'no codificante de ciertos RNA mensajeros, que regulan en
forma positiva o negativa la expresién post-transcripcional en respuesta a la
concentracién de c-di-GMP. Se componen de dos estructuras: una regién de unién a
ligando o aptamero y una region efectora o plataforma de expresion (Roth y Breaker,
2009). Analisis experimentales han determinado la estructura cristalina del riboswitch en
conjunto con su ligando (Kulshira y col., 2009). La constante de afinidad (Ky), cuyo
valor es de aproximadamente 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 han descrito

K4 del orden de nM a pM (Smith y col., 2009).

El motivo GEMM es un patrén estructural altamente conservado, encontrado
frecuentemente en genes que codifican protefnas con dominios GGDEF o EAL u
operones que median fenotipos que son regulados por ¢-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-GMP han stdo identificados mediante
andlisis bioinformaticos en genomas de dos bacterias biomineras, Acidithiobacillus
Jerrooxidans (Ruiz y col., 2007; Castro y col., 2009) y Acidithiobacillus caldus (Castro y

col., 2009).

Acidithiobacillus ferrooxidans (conocido antes como Thiobacillus ferrooxidans) es
una y-proteobacteria que puede utilizar como sustrato oxidable azufre elemental, i6n
ferroso, compuestos reducidos de azufre o minerales sulfurados (Kelly y Wood, 2000).
Es el microorganismo del consorcio biominero mas estudiado y fue el primer
microorganismo extremofilo al que se identificéd Ia existencia de posibles componentes
de la via del ¢-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 GAF (AFE 0053 y AFE 1373) v una
fosfodiesterasa con dominio EAL (AFE_1852) (Ruiz y col, 2007). Analisis
bioinforméticos posteriores revelaron ademds la presencia de tres genes codificantes
para proteinas con dominio HD (una variante del dominio HD-GYP), un receptor con
dominio PilZ y algunos reguladores transcripcionales con el sitio AAAG™* de unién a c-
di-GMP. Posteriormente, se comprobé mediante experimentos de andlisis de

transcripcién, extraccién de c-di-GMP y andlisis de actividad PDE que Acidithiobacillus

Jerrooxidans posee una via funcional de c-di-GMP (Ruiz, 2010).




Acidithiobacillus caldus (conocido antes como Thiobacillus caldus) es una
bacteria termdfila moderada que puede utilizar azufre elemental o tetrationato como
fuente energética (Kelly y Wood, 2000). En el genoma parcialmente secuenciado de la
cepa tipo ATCC 51756 han sido identificados ocho genes codificantes para proteinas
con dominio GGDEF, dos proteinas con dominio EAL, tres proteinas con dominio HD,
seis proteinas con configuracién GGDEF-EAL, una proteina HDOD-GGDEF (HDOD es
otra variante del dominio HD-GYP), una proteina EAL-HDOD, asi como varias
proteinas con dominio PilZ, proteinas tipo PelD y proteinas tipo FleQ. Al igual que en 4,
Jerrooxidans, se realizaron ensayos de andlisis de transcripcion y extraccién de c-di-
GMP para comprobar la funcionalidad de algunos de estos componentes (Castro y col.,

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

Acidithiobacillus thiooxidans (conocido antes como Thiobacillus thiooxidans) es
una y-proteobacteria Gram-negativa, acidéfila y quimiolitoautotrofica que participa en el
consorcio microbiano de biolixiviacién de minerales. Para generar su energia metabdlica
A. thiooxidans utiliza como sustrato oxidable azufre elemental o compuestos reducidos
de azufre. Es incapaz de oxidar pirita a menos que se co-cultive con bacterias como
Leptospirillum ferrooxidans, un microorganismo hierro-oxidante incapaz de oxidar
azufre (Kelly y Wood, 2000). Existen diversos estudios en A. thicoxidans acerca del

metabolismo (Ramirez y col., 2009), la lixiviacion de minerales (Xia y col., 2010), la

capacidad de disolucién de cationes metilicos en suelos contaminados (Wang y col.,




2007) y anélisis bioquimicos de enzimas relacionadas al metabolismo de compuestos

reducidos de azufre (Nakamura y col., 2001).

Sin embargo, a diferencia de A. ferrooxidans y A. caldus, no existen estudios sobre
la via del c-di-GMP en A. thiooxidans, por lo que en el presente trabajo se propuso
analizar la posible existencia de componentes de esta via metabolica mediante un
andlisis bioinformdtico y luego determinar mediante experimentos de RT-PCR y qPCR
si algunos de los genes identificados por este andlisis se expresan. Este trabajo se enfocé
en estudiar la expresion de los genes HD 83-19, HD 137-27 v EAL 83-31, los cuales
codificarian para protefnas con actividad PDE, en funcién del tiempo de crecimiento, sea
en células crecidas en azufre elemental o células crecidas en tiosulfato como sustratos

energéticos.
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1.3. Hipotesis

Acidithiobacillus thiooxidans posee los elementos moleculares que conforman la

via del c-di-GMP.

Tal como se ha observado en otras bacterias, esta via podria estar relacionada con

la formacion de biopeliculas en esta bacteria.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General

Caracterizar la via del mensajero secundario c-di-GMP en Acidithiobacillus

thiooxidans DSM 9463.

1.4.2. Objetivos especificos

1.4.2.1. Realizar una bisqueda bioinformatica de posibles genes involucrados en la via

del ¢c-di-GMP en Acidithiobacillus thiooxidans.

1.4.2.2. Analizar la expresién transcripcional de los genes codificantes para proteinas

con dominio PDE solos en células crecidas en azufre o tiosulfato.

18




1.4.2.2.1. Diseflar 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 ¢l RNA total desde células de A. thiooxidans crecidas en tiosulfato o

azufre mediante el protocolo de extraccion con Trizol para bacterias acidéfilas.

1.4.2.2.3, Analizar la expresion transcripcional en forma cualitativa o cuantitativa

mediante la técnica de RT-PCR o qPCR, respectivamente.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Condiciones de cultivo de A. thiooxidans

Las células de la cepa DSM 9463 de A. thiooxidans fueron crecidas aerobicamente
por un periodo maximo de doce dias en medio DSMZ 71 con tiosulfato como fuente
energética (KH,PO4 3 g/L, MgSO4* 7TH,0 0,5 g/L, (NH4)2S04 3 g/L, CaCly* 2H,0 0,25
g/L, Na;S,03* SH,O 5 g/L, pH 4,4-4,7) (Ramirez y col., 2004) o medio 9K modificado
con azufre como fuente energética ((NH4):SO4 0,1 g/L, MgSO4* 7H,O 0.4 g/L,
K>;HPO4* 3H,0 0,04 g/L, S% en perlas 50 g/L, pH 2.5 ajustado con H,SO,4 concentrado)
(Amaro y col., 1991; Guiliani y Jerez, 2000; Ruiz y col., 2008) a una temperatura de
30°C con agitacion reciproca a 70 rpm, a una razén liquido/volumen total de 1/5. La
concentracion inicial de células utilizada para todos los cultivos fue aproximadamente
107 células/ml. Para seguir el crecimiento de los cultivos bacterianos en diferentes
condiciones de cultivo se realizé el conteo de bacterias totales en una camara de conteo

Petroff-Hausser.

2.2. Anilisis bioinformatico del genoma de A. thiooxidans

Las secuencias parciales de genoma de la cepa tipo ATCC 19377 fueron proveidas
por el Centro de Bioinformatica y Biologia del Genoma, Universidad Andrés Bello,
dirigido por el Dr. Holmes. Utilizando el programa de anotacién Artemis (The Sanger

Centre, http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis/) y el algoritmo BLAST de NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) se procedié6 a caracterizar los ORFs que

20



codificarian proteinas relacionadas con la via del c-di-GMP, ya sean DGCs, PDEs o

proteinas receptoras de c-di-GMP.

2.3. Purificacién de DNA genémico

A partir de células de 4. thiooxidans cosechadas por centrifugacion se procedié a
realizar la extraccion del DNA gendémico mediante el protocolo de extraccion para
bacterias Gram-negativas del Kit Wizard de purificacion de DNA gendmico
(Promega®). El paso de preparacién de las células fue modificado y adaptado para
bacterias acidofilas de la siguiente manera: 200 ml de cultivo en fase estacionaria se
centrifugaron a 6000 g durante 10 min. El sedimento celular obtenido se lavd tres veces
con una solucién diluida de HSO4 (pH 1,8) con el objetivo de eliminar el exceso de
sales e iones presentes en el cultivo, centrifugando a 6000 g durante 3 minutos.
Posteriormente, el protocolo de extraccién se utilizé sin modificacién, exceptuando el
ultimo paso en que se resuspendi6 el precipitado de DNA en 100 pl de agua nanopura
estéril. Finalmente se sometié el DNA obtenido a diélisis contra agua nanopura sobre un
filtro de nitrocelulosa durante 40 minutos. La concentracion de DNA obtenido se
determind espectrofotométricamente mediante el sistema Nanodrop. El DNA genémico
obtenido se diluyé a una concentracién de 100 ng/ul como solucién basal para la

preparacién de soluciones de 10, 1, 107, 107 y 107 ng/pl de DNA gendmico para la

calibracién del PCR en Tiempo Real.




2.4. Purificacion de RNA total de A. thivoxidans

En distintos puntos de la curva de crecimiento (3, 9 y 12 dias de cultivo) se
procedio a realizar la extraccion del RNA total de células de A. thicoxidans crecidas en
medio tiosulfato y/o azufre mediante un protocolo modificado de extraccién mediante
Trizol® (Invitrogen®), en base al método de extraccién de RNA con fenol caliente
(Farah y col., 2005; Ruiz y col., 2007; Castro y col., 2009), adaptado para bacterias
acidéfilas: 250 ml (3 dias), 200 ml (9 dias) o 150 ml (12 dias} de cultivo celular se
centrifugaron a 6000 g durante 20 minutos. Las células se lavaron tres veces con
solucion diluida de H,SO4 (pH 1,8) ¥ una vez con citrato trisédico 10 mM (pH 7,0),
centrifugando a 6000 g durante 3 minutos y luego se determiné la masa himeda del
sedimento celular. Se distribuyeron aproximadamente 10 mg de células por tubo. Las
células se trataron con solucién de lisis (Acetato de sodio 20 mM, EDTA 1 mM, SDS
0,5%, pH 5,5) previo a la adicién de Trizol. La precipitacién del RNA se realizé con
1/10 de volumen de Acetato de sodic 3 M pH 5,5 y 2 volimenes de Etanol 100%
durante 8 horas a -20°C, seguido de una centrifugacién a 16000 g durante 30 minutos a
4°C., El precipitado de RNA se lavé dos veces con Etanol 70%, centrifugando a 14000 g
durante 20 minutos a 4°C. El RNA se resuspendi6 en un volumen final de 20-30 pl de
agua DEPC. El RNA obtenido se traté mediante digestion con DNasa I recombinante de
Roche®, seglin instrucciones del proveedor. La concentracién de RNA total obtenido se
determiné mediante el sistema de espectrofotometrfa Nanodrop, midiendo antes y

después del tratamiento con DNasa.
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2.5. Sintesis de cDNA

El RNA extraido fue utilizado para la produccién de cDNA mediante la técnica de
Transcripciéon Reversa con la enzima Improm II (Promega®). Se preparo una solucién
con 500 ng de hexdmeros aleatorios como partidores y 800 ng de RNA purificado en
agua libre de nucleasas. La solucion se calentd a 70°C durante 5 minutos para denaturar
el RNA y después fue incubado en hielo. La solucién de RNA se afiadié a una mezcla de
reaccién que contiene agua libre de nucleasas, solucion amortiguadora de reaccién,
dNTPs 0,5 mM c/u, MgCl; 3 mM, 20 U de inhibidor de ribonucleasas recombinante
RNasin® y la enzima transcriptasa reversa o agua libre de nucleasas para los controles
negativos, con el objetivo de verificar la ausencia de DNA gendmico contaminante en
las preparaciones de RNA. Se incubé a 25 °C durante 5 minutos y posteriormente a 42°C
durante 1 hora. La enzima se inactivé incubando la solucién de reaccién a 70 °C durante
15 minutos. EI ¢cDNA obtenido se utilizo6 para andlisis de expresion 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 1.4, en base a la secuencia parcial del genoma de 4. thicoxidans DSM
14887 introducida en formato compatible mediante el programa Artemis, con excepcién

de los partidores utilizados para cuantificacién de la expresion del IRNA 168 (Tabla 2).

Se utiliz6 como templado 100 ng de DNA gendémico de la cepa DSM 9463 o 1 pl de




cada solucion de cDNA sintetizado a partir de RNA purificado (diluido 1/20) en un
volumen final de reaccion de 25 pl que contenia 175 ng de cada partidor, dNTPs 80 uM
cada uno, DMSO 5% v/v, solucién amortiguadora de reaccién con (NH4):SO4
Fermentas®, MgCl; 2,5 mM y 0,5 U de Tag DNA polimerasa recombinante
Fermentas®. Se preparé en forma separada una mezcla que contenia los partidores,
dNTPs, DMSO y DNA templado, y otra mezcla con la solucién amortiguadora de
reacciéon, MgCl, y la enzima. Se procedi6 a realizar el programa de reaccion con la
mezcla que poseia el DNA templado, mientras que la mezcla que contenia la enzima se
afiadio a la reaccidén después del paso de denaturacidn inicial. El programa de la reaccion
fue el siguiente: 3 min a 95 °C, seguido por 38 ciclos de 305a95°C,30sa62°C,30sa
72 °C y una extension final de 3 min a 72 °C, realizado en un termociclador Boeco TC-

PRO.

2.7. Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa

Para visualizar el DNA cromosémico, el RNA extraido y los productos de PCR, se
utilizé la técnica de electroforesis en geles de agarosa. Los geles se prepararon con
agarosa ultra pura 1-2% p/V, seglin se requiriera, en amortiguador TAE 0,5X (Tris 20
mM, 4cido acético 10 mM, EDTA 0,5 mM, pH 8,0). Las muestras de dcidos nucleicos se
mezclaron con amortiguador de carga 6X (Tris-HCI 10 mM, EDTA 60 mM, Glicerol 60
%, Azul de Bromofenol 0,25 %, pH 7,6). La corrida se realizé a 100 V durante 30

minutos,
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Tabla 2. Partidores utilizados durante el desarrollo de este seminario de titulo.

Nombre Secuencia Referencia

HD 83-19Fw  5-CAACGCGCGCTTTATAAGTTGC-3°  Este estudio

|HD 83-19 Rev  5-TGAGTACAGACATCCGGGTTTC-3"  Este cstudio

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

HD 137-27 Rev  5"-GGCAATGCTGGTGATATGATTAC- 3" Este estudio

EAL 8331 Fw 5-TICGGCACGCAAAATGTTGGAC-3"  Esteestudio
} EAL 83-31 Rev  5-CTTCCAGCATATCGGCTTTGGGTT-3’ Este estudio

e

ATT F (16S) 5-GGGTGCTAATANCGCCTGCG-3" Remonsellez y col. (2009)
907R (16S) 5-CCGTCAATTCMTITTGAGTTT- 3" Casamayor y col. (2002)




La tincion de los geles se realizé durante 15-30 min, en una solucién de TAE 0,5X
con bromuro de etidio (BrEt) 0,63 nM. Las bandas de DNA se visualizaron por la

emision de fluorescencia al irradiar con luz ultravioleta.

2.8. PCR en Tiempo Real (qPCR)

Para la determinacion de la cuantificacién relativa de la expresion de los genes a
estudiar, se utilizd la técnica de QqRT-PCR usando como sistema reportero la molécula
fluorescente SYBR Green mediante el kit LightCycler® FastStart DNA Master SYBR
Green I de Roche®. Para la calibracién se utilizaron soluciones de DNA genémico de
concentracién conocida considerando que el tamaiio del genoma de 4. thiooxidans DSM
9463 es de 3,03 Mb y su peso molecular es 2,00 x 10° g/mol y que un genoma pesa 3,32
x 10" g/mol. Se prepar6 una mezcla de reaccién en que se utilizaron como templado 2
ul de una solucién de DNA genémico de concentracién conocida, 2 pl de una solucién
1/25 de cDNA sintetizado a partir de RNA purificado o 2 pl de IO para el control
negativo. El volumen final de reaccion fue de 20 pl. La mezcla de reaccién contenia
MgCl; 2,5 mM, partidores especificos del gen a analizar 0,4 pM para cada uno, DNA
templado y “mix” de PCR “LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green 17, el cual
contiene la enzima Taq polimerasa, la sonda fluorescente SYBR Green, dNTPs y
solucion amortiguadora de reaccién. La normalizacién de los resultados se realizd
mediante la determinacién del nimero de copias del cDNA obtenido a partir del rRNA
16S. Se empleo el termociclador Rotor-Gene 6000 de Corbett. La reacciéon empezé con

una pre-incubacién a 95°C durante 10 minutos, seguido por 40 ciclos de denaturacion 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 amplificacién 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

andlisis de denaturacion desde la temperatura de alineamiento hasta 95°C.
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3. RESULTADOS

3.1. Crecimiento de células de A4. thivoxidans DSM 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 coleccion alemana DSMZ, mediante cultivos a
menor escala en el medio de cultivo recomendado, pero no fue posible obtener
crecimiento celular debido al estado metabdlico de las bacterias y al bajo niimero celular
que venia 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 excepcion de cultivos
de mantencion. Para la obtencién de células desde los diferentes medios de cultivo fue
necesario optimizar la metodologia de cultivo de este microorganismo acidéfilo. Las
bacterias deben ser lavadas varias veces para asegurar de mantener las mismas
condiciones iniciales de cultivo y obtener resultados reproducibles. En la preparacion de
los cultivos en tiosulfato, el lavado adquiere una mayor importancia ya que la adicion de
una solucion de bacterias muy 4cida causa la precipitacién del tiosulfato. El cultivo de
estos microorganismos toma varios dias, a diferencia de bacterias como E. coli que

demora unas pocas horas, debido a su lento crecimiento.

Una vez perfeccionada la metodologia de obtencién de cultivos celulares de A.

thiooxidans en azufre y tiosulfato como sustrato energético fue posible determinar un

patron de crecimiento. En células crecidas en azufre elemental se observé la existencia




de una fase de latencia de alrededor de un dia con una transicion de dos dias a la fase
exponencial (Figura 2). En células crecidas en tiosulfato la fase de latencia parece ser
muy corta, por lo que las células entran rapidamente a la fase exponencial de
crecimiento a partir del segundo dia de incubacién. Alrededor del noveno dia se observa

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

3.2. Biisqueda bioinformaitica de genes pertenecientes al metabolismo y

sefializacion del c-di-GMP en el genoma de A. thiooxidans.

La determinacion de la posible existencia de una via metabdlica puede realizarse
mediante un andlisis bioinformatico de la secuencia gendmica con el fin de identificar
marcos abiertos de lectura (ORFs) que codifican para posibles protefnas que participan
en la via. Debido a que el genoma de 4. thiooxidans DSM 9463 no est4 secuenciado, en
colaboracion con el laboratorio del Dr. Holmes (Centro de Bioinformatica y Biologia del
Genoma, Universidad Andrés Bello), realizamos los analisis a partir de la secuencia del
genoma de la cepa tipo ATCC 19377 de A. thicoxidans, suponiendo que si los genes

candidatos existen en esta cepa, podrian estar también en la cepa DSM 9463.
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Figura 2. Crecimiento de A. thiooxidans en medio 9K modificado, con azufre elemental como
fuente energética. Las células fueron crecidas durante 12 dias. Las flechas indican los puntos de

extraccion de RNA.
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Figura 3. Crecimiento de A. thiooxidans en medio DSMZ-71 con tiosulfato. Las células fueron
crecidas durante 12 dias. Las flechas indican los puntos de extraccion de RNA.
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Los analisis bioinformaticos revelaron en primera instancia la existencia de varios
genes relacionados con el metabolismo y sefializacién del c-di-GMP (Tabla 3): a lo
menos siete genes que codificarian para proteinas con dominios [GGDEF-EAL], una
PDE con dominio EAL, dos PDEs con dominio HD, una protefna con dominios
[HDOD-GGDEF], una proteina con dominios [EAL-HDOD]. Ademas, se identificaron
ocho posibles receptores con dominio PilZ, aunque solamente 3 presentan un “e-value”
significativo. Debido a que la secuencia genomica no estd completa, existe la posibilidad
de que ofras proteinas con dominic GGDEF, EAL o HD, asi como proteinas con

dominio PilZ, tipo PelD o tipo FleQ estén codificadas en el genoma de 4. thiooxidans.

En base al numero de posibles proteinas relacionadas con el metabolismo y
sefializacién del ¢-di-GMP identificados en A. thiooxidans, este microorganismo posee

una mayor semejanza con €l genoma de 4. caldus que con el genoma de A. ferrooxidans.

El andlisis de los genes identificados mediante el uso del algoritmo Blast (Tabla 3)
indica que las proteinas con organizacion GGDEF-EAL y EAL poseen una gran
similitud con proteinas con dominios GGDEF y/o EAL funcionales presentes en la base
de datos. Los genes de las fosfodiesterasas HD poseen una mayor semejanza con
proteinas con actividad fosfohidrolasa. Cinco de los ocho genes que codificarian para
proteinas con dominios PilZ muestran un “e-value” muy bajo, sélo se rescata el hecho de

que dos de los genes codificarian para una proteina con actividad celulosa sintasa y una

31




Tabla 3. Genes relacionados al metabolismo y sefializacion del c-di-GMP identificados en el
genoma de Acidithiobacillus thiooxidans ATCC 19377.

Dominio (e-value)  Contig ORF Blast hit (e-value)
GGDEF(2e-041)-EAL(7e-050) 58 114 Putative diguanylate cyclase/phosphodiesterase (3e-070)
GGDEF(1e-039)-EAL(4e-066) 115 15 sensory box/GGDEF/GAF/EAL domain (2¢-(89) ;
GGDEF(1e-037)-EAL{2e-052) 40 113 dyguanilate cyclase/phosphodiesterase (9e-066)

j GGDEF(5e-037)-EAL(3¢-044) 3 3 conserved hypothetical signaling (2e-061) 1
! GGDEF(ie-036)-EAL (3e-045) 24 7 sensory box/GGDEF/GAF/EAL (le-81) i
GGDEF(2e-035)-EAL(2e-050) 24 3 sensory box/GGDEF/GAF/EAL (2e-72) |
| GGDEF(Fe-017)-EAL(5e-048) 3 2 diguanylate cyclasc/phosphodicsterase (Te-044) |
*EAL (3e-047) 83 31 phosphodiesterase (EAL) domain protein (1e-057)
_ *HD (1e-006) 137 27 Wl)ixyguanos;;t:iph_os;;at_;riphos‘p@?d:’;l; (l:éSu)
*HD (0.007) 83 I9 metal dependent phosphohydrolase (1e-148)
HDOD(7e-033)-GGDEF(6e-042) 83 34 Putative diguanylate cyclase (3¢-072)
T R R
PilZ (2¢-012) 86 8 type IV pilus assembly PilZ (1e-016) |
PilZ (22-006) 83 30 hypotethical protein (2¢-006)
PilZ (6e-005) 84 35 hypothetical protein (0.012)
PilZ (6.001) 24 9 hypothetical protein (2¢-88)
PilZ (0.006) 52 9 Cellulose synthase (1e-161)
PilZ (0.010) 13 20 hypothetical protein (0.006)
PilZ, (0.060) 115 12 type [V pilus assembly PilZ (0.41)
PilZ (0.066) 46 124 Glycosyltransferase (1.4)

*Genes seleccionados en este estudio
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proteina con actividad glicosiltransferasa, las cuales formarfan parte de la maquinaria de
sintesis de EPS y serian regulada en forma positiva por ¢-di-GMP. Entre las proteinas
PilZ con “e-value™ significativo, dos son protefnas hipotéticas y la tercera es una
proteina de ensamble del pili tipo IV que se relacionaria con posibies fenotipos de

adhesion o motilidad.

Este seminario de titulo se centré en analizar los cambios en los niveles de
transcripcion de los tres genes que codificarian putativas PDEs que presentan un solo
dominio relacionado al metabolismo del c-di-GMP (Tabla 3). Los genes fueron
seleccionados para este estudio por el motivo de que son los vinicos genes que codifican
para proteinas que poseen un s6lo dominio relacionado al metabolismo del ¢c-di-GMP en
la proteina, lo que tedéricamente los vuelve més ficiles de analizar desde el punto de
vista funcional. A lo largo de este trabajo, los genes seran designados por un cédigo en
base al dominio que poseen relacionado al metabolismo del ¢-di-GMP, el “contig” en

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

3.3. Purificacion de RNA total de A. thiooxidans.

En forma muy breve, el procedimiento de extraccion de RNA total se inicié con

una lisis celular y luego una separacion de fases con el uso del reactivo comercial de

extraccion Trizol®. Las propiedades de la membrana de las especies del género
Acidithiobacillus las vuelven muy resistentes a la lisis por métodos tradicionales de

extraccion disefiados para bacterias mesdéfilas, lo que involucra que muchas extracciones
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permiten extraer cantidades muy bajas de &cidos ribonucleicos. La pérdida de una
extraccion en cualquiera de sus etapas involucra la realizacién de un nuevo cultive y una
espera de 12 dias para la obtencion 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 niimero de células 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
energéticos (Figura 4). En las extracciones de células crecidas en tiosulfato en periodo
de fase estacionaria, a los 9 y 12 dias de incubacion se observo la presencia de una gran
cantidad del RNA 58S. Este fendmeno no se observd en las extracciones de cultivos
crecidos en azufre en este periodo de tiempo, pero si a los 3 dias de cultivo (Figura 4).
En las extracciones a partir de tiosulfato se obtuvo una mayor cantidad de RNA total,

debido a que se conseguia colectar un mayor nimero de células.

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

resultados positivos en la determinacion de la posible existencia de los 3 genes que
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Figura 4. RNA total extraido a partir de células plancténicas cosechadas de Acidithiobacillus
thiooxidans DSM 9463 crecidas en azufre (A) o tiosulfato (T) y utilizados en los experimentos
de RT-PCR y qPCR. Se muestran RNA extraidos de cuatro réplicas biolégicas (R1-R4) en
distintos momentos de la curva de crecimiento y tratados con DNasa. Banda superior: rRNA
238S; Banda media: rRNA 16S; Banda inferior: rRNA 58.
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codificarian proteinas con dominios PDE tnicos (Tabla 3). Posteriormente se realizaron

experimentos ;de RT-PCR para analizar cualitativamente la expresion de estos tres genes
cn funcion del tiempo de crecimiento y del sustrato energético. El proceso de sintesis de
cDNA es una etapa critica en la realizacion de los experimentos, debido a que existe
posibilidad de degradacién del RNA, baja sintesis de cDNA o presencia de fragmentos
de DNA gendmico que den un falso positivo. También es necesario considerar

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

Los resultados muestran que en células crecidas en azufre (Figura 5) se observé la
expresion de los genes HD 83-19 y HD 137-27 a los 9 dias. A los 12 dias se observé una
disminucién de la expresién del gen HD 83-19, mientras que la expresién del gen HD
137-27 se mantuvo constante. En el caso del gen EAL 83-31, codificante para la posible
fosfodiesterasa con dominio EAL, se observé expresién sélo a los tres dias de
crecimiento (Figura 5). En células crecidas en tiosulfato se pudo observar expresion de
los tres genes seleccionados solamente a los tres dias de crecimiento (Figura 6). Por lo
tanto, mediante esta primera aproximacion los resultados indican que existe una
expresion diferencial de los 3 genes seleccionados, la cual es dependiente del tiempo de

crecimiento y del sustrato energético.
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Figura 5. RT-PCR de los tres genes codificantes para PDEs a partir de células crecidas en
azufre. Para determinar la expresién cualitativa de los genes se realizé RT-PCR a cada cDNA
obtenido a partir de] RNA exiraido a diferentes dias de crecimiento en azufre. Cg: control PCR
con DNA genémico, +: PCR con cDNA sintetizado con transcriptasa reversa, -: control PCR sin
transcriptasa reversa. R1, R2, R3, R4 representan la réplica biol6gica.
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Figura 6. RT-PCR de los tres genes codificantes para PDEs a partir de células crecidas en
tiosulfato. Para determinar la expresion cualitativa de los genes se realizé RT-PCR a cada cDNA
obtenido a partir del RNA extraido a diferentes dias de crecimiento en tiosulfato. Cg: control
PCR con DNA genémico, +: PCR con cDNA sintetizado con transcriptasa reversa, -: control
PCR sin transcriptasa reversa. R1, R2, R3, R4 representan la réplica biologica.



3.5. PCR en Tiempo Real

Para determinar en forma cuantitativa los cambios en los niveles de transcripcién
de los genes analizados a lo largo de la curva de crecimiento en diferentes sustratos
energéticos, se procedié a determinar el nimero de copias de mRNA presentes mediante

PCR en Tiempo Real (qPCR).

El primer paso para el desarrollo de los experimentos de gRT-PCR fue la
construccion de una curva de calibracion para cada uno de estos genes utilizando una
masa conocida de DNA genomico de 4. thiooxidans y considerando que el peso
molecular del genoma es aproximadamente 2,00 x 10° g/mol. Dado que los genes HD
137-27 (Figura 7), HD 83-19 (Figura 8) y EAL 83-31 (Figura 9) se encuentran en una
sola copia en el genoma, el miimero de copias medidas del gen es idéntico al niimero de

genomas presentes en la reaccion.

La interpolacién de la curva de calibracion obtenida a partir de los diferentes Ct,
ciclo en el cual la amplificacion del DNA entra a la fase exponencial, permite determinar
el nimero de copias de los transctitos en las muestras de RNA extraido. Para comparar
se realizd una normalizacion en base a un gen no relacionado con la via del c-di-GMP,
En este caso se utilizd el gen que codifica para el RNA. ribosomal 16S. La curva de

calibracion se hizo considerando que existen dos copias por genoma (Figura 10).
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Masa DNA N° Copias obtenido N° Copias tedrico
/reaccion /reaccion
20 ng 6,59*10° 6,02%10°
2ng 4,69%10° 6,02%10°
200 pg 7,24*10* 6,02*10*
20 pg 6,14*10° 6,02%10°
2 pg 5,76*10’ 6,02*10°
B
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Figura 7. Construccion de la curva de calibracion para los experimentos de PCR en tiempo real
del gen HD 137-27. A. Determinacion del nimero de copias para cada masa de DNA genémico
utilizada, considerando que existe una copia del gen en el genoma de A. thiooxidans. B. Curvas
de amplificacién obtenidas para las muestras de DNA genomico. C. Regresion lineal para el
grafico entre el Ct v/s la concentracion de DNA gendmico en escala logaritmica.
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Masa DNA N° Copias obtenido N° Copias tedrico
/reaccion /reaccion
20 ng 6,23*10° 6,02%10°
2ng 5,74*10° 6,02*%10°
200 pg 6,21*10* 6,02*10*
20 pg 5,70%10° 6,02*%10°
2 pg 6,25*10° 6,02*10°
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Figura 8. Construccion de la curva de calibracion para los experimentos de PCR en tiempo real
del gen HD 83-19. A. Determinacién del nimero de copias para cada masa de DNA gendmico
utilizada, considerando que existe una copia del gen en el genoma de A. thiooxidans. B. Curvas
de amplificacién obtenidas para las muestras de DNA genémico. C. Regresion lineal para el
grafico entre el Ct v/s la concentracion de DNA genémico en escala logaritmica.
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Masa DNA N° Copias obtenido N¢ Copias tedrico
/reaccion /reaccion
20 ng 7,28*10° 6,02*10°
2 ng 1,11%10° 6,02*10°
200 pg 1,39*10* 6,02*10"
20 pg 8,35*10° 6,02%10°
2 pg 8,40*10° 6,02*10°
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Figura 9. Construccién de la curva de calibracion para los experimentos de PCR en tiempo real
del gen EAL 83-31. A. Determinacién del nimero de copias para cada masa de DNA genomico
utilizada, considerando que existe una copia del gen en el genoma de A. thiooxidans. B. Curvas
de amplificacion obtenidas para las muestras de DNA genoémico. C. Regresion lineal para el
grafico entre el Ct v/s la concentracion de DNA gendmico en escala logaritmica.
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Masa DNA N° Copias obtenido N° Copias tedrico
/reaccion /reaccion
20 ng 8,56*10° 1,20*10’
2ng 1,21*10° 1,20%10°
200 pg 2,14*10° 1,20¥10°
20 pg 1,43*10* 1,20*10"
2 pg 7.86*10° 1,20%10°
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Figura 10. Construccion de la curva de calibracion para los experimentos de PCR en tiempo real
del gen 16S. A. Determinacién del nimero de copias para cada masa de DNA genémico
utilizada, considerando que existen dos copias del gen en el genoma de A. thiooxidans. B.
Curvas de amplificacion obtenidas para las muestras de DNA genomico. C. Regresion lineal
para el grafico entre el Ct v/s la concentracion de DNA gendmico en escala logaritmica.
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El uso de las curvas de calibracién permitié la determinacion del nimero 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 nimero de copias de transcrito del gen
ribosomal 16S. Como gen normalizador, el gen DNA 16S no presenié cambios en su

expresion en ninguna de las condiciones analizadas.

La cuantificacién de la expresién de los genes y el posterior analisis muestra que
los patrones de transcripcion presentan un comportamiento similar al observado
mediante RT-PCR en las condiciones estudiadas para tiosulfato (Figura 6), Los genes
HD 137-27 y EAL 83-31 en células crecidas en azufre presentaron algunas diferencias
entre los resultados de gPCR y RT-PCR, lo cual puede deberse a la sensibilidad de las
técnicas. El gen HD 137-27 presento diferencias entre los 9 y 12 dias de incubacién, en
donde la técnica de qPCR detectd un aumento en la expresion a los 12 dias de
incubaci6n, mientras que por la metodologia de RT-PCR mostrd un nivel constante de

expresion.

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

células crecidas en azufre (Figura 11A-C) muestran que el gen HD 83-19 present un



Tabla 4. Nimero promedio relativo (4 réplicas bioldgicas) de copias de cada
transcrito en células cultivadas en azufre a partir de los valores de Ct
determinados (ver Anexo 1).

3 Dias

9 Dias

12 Dias

Gen

NP copias

N° copias

IN° copias

HD 83-19
HD 137-27
EAL 83-31

1,68x10°+ 0,62x10°
5,54x10°+ 1,50x10°
3,35x10%+ 1,02x10*

4,79x10° + 1,16x10°
1,47x10*+ 0,84x10*
1,85x10° + 0,62x10°

2 56x10° £ 0,94x10°
5,81x10*+ 1,08x10*
2,85x10°+ 1,28x10°

rRNA 168

8,69x10%+ 1,05x10®

7,99x10%+ 1,85x10®

7.40x10%+ 1,36x10%

Tabla 5. Namero promedio relativo (4 réplicas bioldgicas) de copias de cada
transcrito en células cultivadas en tiosulfato a partir de los valores de Ct
determinados (ver Anexo 1).

3 Dias

9 Dias

12 Dias

Gen

N° copias

NP copias

N° copias

HD 83-19
HD 137-27
EAL 83-31

4,74x10*+ 1,24x10°
1,79x10%+ 0,56x10°
4,36x10%= 1,88x10°

3,42x10°x 1,28x10°
2,73x10°+ 0,72x10°
5,24x10°+ 2,84x10°

2,40x10° + 0,96x10°
4,16x10°+ 1,09x10°
3,53x10°+ 1,21x10°

TRNA 168

7,76x10%+ 1,60x10°

6,22x10%+ 1,27x10°

7,85x10%4:1,22x10°
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Figura 11. Resultados normalizados del anélisis de los cambios en la expresién de los tres genes
codificando para PDEs determinados por PCR en Tiempo Real. A-C, células crecidas en azufre.
D-F, células crecidas en tiosulfato. Las columnas muestran los promedios de las cuatro réplicas
biologicas.




aumento de la expresion a los nueve dias, la cual disminuy6 a los doce dias, aunque el
nivel de expresién a los doce dias es mayor que a los tres de incubacion (Figura 11A). El
gen HD 137-27 presenté un aumento en su expresion a lo largo de la curva de
crecimiento, siendo la expresion mucho mayor a los doce dias (Figura 11B). El gen EAL
83-31 presentd una disminucioén en los niveles de expresién transcripcional considerable

a los nueve dias, cuyo nivel aumento a los doce dias (Figura 11C).

En células crecidas en tiosulfato (Figura 11D-F) se observo una disminucion en los
niveles de expresién durante ¢l crecimiento para todos los genes, pero a diferentes
grados. El gen HD 83-19 presentd una disminuci6én de un orden de magnitud en su nivel
de transcripcion a los nueve dias, que se acentud a los doce dias de incubacién (Figura
11D). El gen HD 137-27 present6 una disminucion de un factor de 5 en sus niveles de
expresion a los nueve dias con respecto a los otros genes, manteniéndose este nuevo
nivel de expresion a los doce dias (Figura 11E). El gen EAL 83-31 present una
disminucién menos marcada en los niveles de expresion que el gen HD 83-19, pero
mantiene la misma tendencia de disminuir su expresion a los nueve y a los doce dias de

incubacién (Figura 11F),

Un andlisis inicial del nimero de copias de cada transcrito indica cambios en la
expresion durante el crecimiento en ambos sustratos energéticos (Tablas 6-7). Para
percibir mejor los cambios en la expresién franscripcional durante el crecimiento, se

procedié a determinar en forma cuantitativa las razones entre el niimero normalizado de

47




Tabla 6. Cuantificaciéon de los cambios en los niveles de transcrito
para cada gen durante el crecimiento en medio con azufre,

Razén N° copias
Gen 3 dias/3 dias 9 dias/3 dias 12 dias/3 dias
HD 83-19 1,00 + 0,37 3,10+ 0,75 1,79 £ 0,66

HD 13727  1,00+0,27 2,89 + 1,65 12,32+ 228
EAL 83-31 1,00 +0,30 0,06 0,02 0,10 0,08

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

Razén N° copias
Gen 3 dias/3 dias 9 dias/3 dias 12 dias/3 dias
HD 83-19 1,00 + 0,26 0,09 + 0,06 0,05 + 0,02
HD 137-27 1,00 + 0,31 0,19+ 0,05 0,23 £ 0,06
EAL 83-31 1,00 = 0,43 0,15+ 0,11 0,08 = 0,05
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copias de transcrito para cada gen, tomando en cuenta la expresion de cada gen a los tres

dias como linea basal de expresion.

En los cultivos en azufre elemental (Tabla 6) se aprecié un aumento en la
expresion transcripcional de los genes HD 83-19 y HD 137-27. La expresion del gen HD
83-19 presentd un aumento de 3 veces a los nueve dias, mientras que a los doce dias solo
presentaba aproximadamente 2 veces el nivel basal, mientras que la expresion del gen
HD 137-27 present6 un aumento de aproximadamente 3 veces el nivel basal a los nueve
dias y de unas 12 veces el nivel basal a los doce dias. Por otro lado, la expresion de la
PDE EAL 83-31 presenté una disminucion 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 aprecié una disminucién considerable en los
niveles de transcrito de todas las fosfodiesterasas analizadas, La expresién del gen HD
83-19 presenté una disminucion de aproximadamente 10 veces en el nimero de
transcritos a los nueve dias y de 20 veces a los 12 dias con respecto al nivel basal. La
expresion del gen HD 137-27 present6 una disminucion de aproximadamente 5 veces en
el nimero de transcritos a los nueve dias de incubaci6n, nivel que permanecié a los doce
dias de incubacion. La expresion del gen EAL 83-31 presenté una disminucién de
aproximadamente 7 veces en el niimero de transcritos a los nueve dias y de 12 veces a

los doce dias respecto del nivel basal.
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El numero de copias obtenido para cada transcrito indica la existencia de expresién
transcripcional diferencial de estos genes dependiendo si el sustrato energético es azufre
elemental o tiosulfato. Para apreciar estas diferencias ligadas al sustrato energético se
procedié a obtener la razon entre el nimero normalizado de copias de los transcritos
presentes en bacterias crecidas en tiosulfato con respecto al niimero normalizado de
copias de transcritos presentes en células crecidas en azufre (Razén Tiosufato/azufic) (Tablas
8-10). Se compararon los niveles de transcrito por sustrato entre el mismo niimero de

dias de crecimiento.

La expresion del gen HD 83-19 en células crecidas en tiosulfato durante 3 dias es
30 veces mayor que la expresién del mismo gen en células crecidas en azufre durante 3
dias. Los niveles de expresién entre ambos sustratos energéticos a los 9 y 12 dias son

iguales, debido a que baja el nivel de transcripeién en tiosulfato (Tabla 8).

La expresion del gen HD 137-27 en células crecidas en tiosulfato a los 3 dias es
11,24 veces mayor que la expresion en células crecidas en azufre durante el mismo
periodo de tiempo. A medida que avanza el crecimiento, aumenta la expresién en azufre,
mientras que disminuye la expresion en tiosulfato. Asi, la expresion en células crecidas
en azufre a los 9 dias es 4 veces mayor (1/Razon) que la expresién en células crecidas en

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

expresion en tiosulfato (Tabla 9).




Tabla 8. Razén normalizada de expresién entre tiosulfato y
azufre para el gen de la fosfodiesterasa HD 83-19. La

normalizacion se realizé mediante el uso de los transcritos
16S.

Azufre Tiosulfato Razén T/A
3DIAS  (1,68%0,62)x10° (4,74 124)x10° 31,6+3,35
ODIAS 4,79+ 1,16)x10° (3,42 128)x10° 0,92+0,12
12DIAS (2,56 £0,94)x10° (2,40 0,96)x10° 0,38 + 0,03

Tabla 9. Razén normalizada de expresion entre tiosulfato y

azufre para el gen de la fosfodiesterasa HD 137-27. La

normalizacién se realizo mediante el uso de los transcritos
168,

Azufre Tiosulfato Razén T/A
3DIAS (5,54 1,50)x10° (1,79+0,56)x10° 11,24+0,15
9DIAS  (147+080x10" (2,7320,72)x10° 0,24 £ 0,07
12DIAS (5,814 1,08)x10* (4,16 1,09)x10° 0,07 £ 0,01

Tabla 10. Razén normalizada de expresién entre tiosulfato y
azufre para el gen de la fosfodiesterasa EAL 83-31. La

normalizacion se realizd mediante el uso de los transcritos
16S.

Azufre Tiosulfato Razon T/A

3DIAS (3,35 1,02)x10° (4,36 1,88)x10° 1,46=0,19
9DIAS  (1,85+£0,62)x10° (524+280)x10° 3,64+0,78
12 DIAS (2,852 1,28)x10° (3,53 + 121)x10°  1,17:0,12




La expresion del gen EAL 83-31 disminuye a lo largo de Ia curva de crecimiento
en ambos sustratos energéticos. La expresion en tiosulfato a los 3 dias de incubaci6n es
aproximadamente 2 veces mayor que la expresion en células crecidas en azufre por 3
dias. A los 9 dias de incubacion la expresién en medio con tiosulfato es 4 veces mayor
que la expresioén en azufre elemental. La expresion en cé€lulas crecidas en tiosulfato a los

12 dias es 1,2 veces mayor que la expresion en azufre a los 12 dias (Tabla 10).

Los resultados obtenidos mediante la técnica de qPCR, en conjunto con los
resultados de los andlisis bicinformaticos y los experimentos de RT-PCR, sugieren que
A. thiooxidans posee una via del c-di-GMP funcional. El analisis bioinformatico
identificé ORFs que codificarian proteinas con actividad DGC, proteinas con actividad
PDE vy proteinas receptoras de c-di-GMP con dominio PilZ. Los genes HD 83-19, HD
137-27 y EAL 83-31 fueron seleccionados para el desarrollo de este trabajo debido a que
son mas féciles de estudiar desde un punto de vista funcional. Los 3 genes presentaron
una expresion transcripcional dependiente del sustrato energético, asi como del tiempo

de crecimiento. La expresion inicial en tiosulfato fue mayor que en azufre.

Para comprobar en forma definitiva la existencia de una via del c-di-GMP
funcional en A. thicoxidans es necesario complementar los resultados obtenidos con
experimentos de medicion de c-di-GMP a partir de extractos nucleotidicos de células
crecidas en azufre o tiosulfato, medicion de actividad PDE desde extractos celulares
crudos de células crecidas en azufre o tiosulfato y clonar los genes que codifican

putativas DGC y PDE, determinando si su funcion se expresa en un sistema heterélogo.
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4. DISCUSION

Las bacterias participantes en el consorcio biominero son capaces de adherirse a
sustrato mineral (Sand y col., 2001) mediante el desarrollo de matrices exopoliméricas
que favorecen la obtencién de energia metabdlica a partir de la oxidacion del mineral
(Lui y col., 2003; Kinsler y col., 2003; Harneit y col., 2006; Cotter y Stibitz, 2007). En
diversas bacterias Gram-negativas los procesos de adhesién a superficies, sintesis de
EPS y formacion 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 mensajero c-di-GMP (D'Argenio y Miller, 2004; Simm y
col., 2004). Los genes que codifican para proteinas relacionadas con el metabolismo o
sefializacion del c-di-GMP han sido identificados en dos bacterias del consorcio
biominero, Acidithiobacillus ferrooxidans (Ruiz y col., 2007; Castro y col., 2009) y 4.
caldus (Castro y col., 2009). En este trabajo nos propusimos estudiar la existencia de una
posible via del c-di-GMP en la bacteria Acidithiobacillus thiooxidans, un
microorganismo también muy relevante en el proceso de biolixiviacién en el cual no

existen estudios sobre esta via metabolica.

El andlisis bioinformético del genoma parcialmente secuenciado de la cepa tipo
ATCC 19377 revel6 la existencia de 12 ORFs que codifican proteinas relacionadas al
metabolismo y 8 ORFs que codifican proteinas relacionadas con la via de sefializacion

del c-di-GMP (Tabla 3, pagina 32). En 7 de los 12 ORFs relacionados al metabolismo
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del ¢-di-GMP, se encontraron los dominios GGDEF y EAL, 1 tenia los dominios HDOD
y GGDEF, y 1 poseia los dominios HDOD y EAL. El hecho de que posean més de un
dominio dificulta el anélisis funcional desde un punto de vista metabdlico. Los genes
HD 83-19, HD 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 tinicos genes que
codifican para protefnas que poseen un sélo dominio relacionado al metabolismo del c-

di-GMP en la proteina, lo que tedricamente los vuelve mas faciles de analizar.

Para comprobar la existencia de la via del c-di-GMP en A. thiooxidans, es
necesario demostrar que los genes identificados se transcriban. Por eso se analizaron los
niveles transcripcién de los genes HD 83-19, HD 137-27 y EAL 83-31 mediante
experimentos de RT-PCR y qPCR. Antes de la realizacion de estos experimentos fue
necesario superar dos pasos criticos: a) la obtencién de una metodologia para realizar
cultivos de rapido crecimiento en azufre o tiosulfato y b) la extraccion eficiente de RNA

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

Después de la obtencion de una metodologia para el cultivo activo de la cepa DSM
9463, el crecimiento de las bacterias eri ambos medios mostré un aumento exponencial a
partir de los 2 dfas de incubacién. Se utilizé la cepa DSM 9463 por la razén de que no
fue posible hacer crecer la cepa tipo ATCC 19377, El crecimiento celular planct6nico
fue mas pronunciado en el medio tiosulfato (Figura 3, pigina 30) que en el medio con
azufre (Figura 2, pagina 30). El azufre es un sustrato oxidable sélido en el que las

bacterias deben adherirse para iniciar el proceso metabdlico activo de obtencién de
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energia y posterior crecimiento (Harneit y col., 2006). El hecho de que las bacterias
necesitan adherirse al azufre elemental antes de iniciar el crecimiento celular resultd en

un mayor esfuerzo en la obtencion de una metodologia de crecimiento “rapido™.

Se realiz6 la extraccién del RNA total para determinar la expresion transcripcional
de los 3 genes estudiados en este seminario de titulo. Todas las extracciones de RNA se
hicieron a partir de células planctonicas. La extraccidon de RNA en las diferentes
condiciones seleccionadas se realizé mediante la metodologia modificada de extraccion
mediante Trizol®. En ésta se realiza una lisis previa al uso del reactivo Trizol®,
permitiendo la extraccion eficiente de acidos nucleicos tanto en azufre como en
tiosulfato. Este protocolo modificado es necesario debido a las propiedades de Ia
membrana de estos microorganismos acidéfilos, que originan en una lisis poco eficiente
por métodos tradicionales. Las extracciones de &cidos ribonucleicos totales fueron
mayores en cultivos con tiosulfato como fuente energética, aunque en las extracciones
realizadas en etapas tardias se observé una gran concentracion de fragmentos a la altura
del RNA 58 (Figura 4, pagina 35). El hecho de que sélo aparece en estas condiciones,

indicaria que existe un componente fisiol6gico que afectaria Ia proporcion de este RNA.

Los experimentos de RT-PCR mostraron que la expresién a lo largo de la curva de
crecimiento de los 3 genes presenta cambios que son dependientes del sustrato
energético. En las muestras derivadas de tiosulfato, se observé una disminucién de la
expresion de todos los genes en las etapas mds tardias de 9 y 12 dias de crecimiento

(Figura 6, pagina 38). Esta disminucién podria estar acompafiada con un aumento de los
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niveles intracelulares de c-di-GMP, lo que seria concordante con lo reportado en la
literatura de que el nivel de c-di-GMP aumenta en la fase estacionaria (Kumar y
Chatterji, 2008). En el caso de los RNA extraidos desde cultivos con azufre, se observd
un aumento en la expresion de los genes HD 83-19 y HD 137-27, mientras que la
expresion del gen EAL 83-31 disminuyd a lo largo del crecimiento (Figura 5, pégina
37). El aumento de la expresion 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 nmiltiples sefiales
internas y externas en una biopelicula madura, existe mucha diversidad fenotipica que
permite el desarrollo de bacterias motiles con un bajo nivel de ¢c-di-GMP intracelular

(Klausen y col., 2003; Jonas y col., 2009).

Al comparar mediante gPCR los niveles de expresion de los genes HD 83-19, HD
137-27 y EAL 83-31 en células de 4. thiooxidans crecidas en un sustrato energético
sélido con aquellas células de A. thiooxidans crecidas en un sustrato energético soluble
se evidencia que existen diferencias (Tablas 8-10, pagina 51). El nimero de copias de
transcrito de los tres genes en células crecidas en tiosulfato es inicialmente alrededor de
un orden de magnitud mayor con respecto a la expresion en células crecidas en azufre.
Esto podria deberse a la existencia de un sustrato sélido al cual las células deben
adherirse. El nivel menor de expresion de los genes HD 83-19, HD 137-27 y EAL 83-
31, que codificarian proteinas con actividad PDE, en células crecidas en azufre deberia
estar acompaiiado por un nivel mas alto de c-di-GMP intracelular. Un nivel de c-di-

GMP intracelular més alto en células crecidas en sustratos oxidables solidos, sugerirfa
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que el ¢-di-GMP juega un papel en la formacion de biopeliculas en A. thicoxidans, al
igual que lo descrito en la literatura para otras bacterias (Huber y col., 2001; Thormann y

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

Al comparar la expresion de los genes HD 83-19, HD 137-27 y EAL 83-31 alo
largo del crecimiento, ya sea en un sustrato solido o soluble, se observaron diferencias
significativas en el nimero de transcritos. En células crecidas en tiosulfato (Tabla 7;
pagina 48), el nimero normalizado de transcritos de los tres genes estudiados disminuy6
a medida que el cultivo pasaba a la fase estacionaria de crecimiento. Esta disminucion en
el nivel de expresién de proteinas PDE estaria acompaiiada con un aumento del nivel
intracelular de ¢-di~-GMP, lo cual seria concordante con lo reportado en otras bacterias
que aumentan los niveles de c-di-GMP en fase estacionaria (Kumar y Chatterji, 2008).
En el caso de células crecidas en azufre elemental (Tabla 6; pagina 47), tal como se
describio en la discusion sobre los resultados de RT-PCR, la disminucién de la
expresion normalizada del gen EAL 83-31, asi como el aumento de la expresion de los
genes HD 83-19 y HD 137-27, se deberia al desarrollo de una biopeliculas madura sobre

el sustrato so6lido.

Al comparar resultados obtenidos mediante las técnicas de RT-PCR y qPCR se
apreciaron diferencias entre la determinacién de cambios en los niveles de transcripcion
de los genes HD 137-27 y EAL 83-31. La técnica de gPCR detectd cambios en los
niveles de los transcritos en circunstancias donde Ia técnica de RT-PCR no fue capaz de

detectar, debido a la sensibilidad de las técnicas. La técnica de qPCR es mds sensible
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que la técnica de RT-PCR debido a que el gPCR utiliza fluoréforos que permiten
detectar DNA en bajo niimero de copias a lo largo de la reaccidén, mientras que la técnica
de RT-PCR, detecta la cantidad total de amplificado después de la reaccién. La técnica
de RT-PCR posee la desventaja de no poder detectar bajo ntimero de copias de
amplificado, asf como el hecho de que la deteccién mediante BrEt-UV es saturable. Esta
diferencia es especialmente notable con el gen EAL 83-31, en donde la baja sensibilidad
de la deteccidén por BrEt, se suma al posible hecho de que las condiciones de PCR no

eran las optimas.

Los resultados obtenidos durante este trabajo entregan las primeras evidencias de
la existencia de una via funcional del c-di-GMP en 4. thiooxidans. La comprobacién
definitiva de la existencia de esta via metabdlica requerird de realizacién de
experimentos que permitan determinar i) la existencia de c-di-GMP en A. thiooxidans
crecido en azufre o tiosulfato; ii) medicion de actividad PDE total a partir de extractos
celulares crudos; iii) clonar las putativas DGC y PDE y determinar si expresan su
funcién en un sistema heterdlogo; y iv) estudiar la expresién de los genes estudiados

mediante estudios proteémicos.
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5. CONCLUSIONES

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

este trabajo es posible emitir las siguientes conclusiones:

e Acidithiobacillus thiooxidans DSM 9463 es capaz de crecer relativamente rapido
en azufre elemental o tiosulfato como fuente energética. El cultivo en tiosulfato
alcanzo la fase estacionaria mucho antes que el cultivo en azufre.

¢ Se ha disefiado un protocolo experimental que permite la extraccion eficiente de
RNA desde c€lulas de A. thiooxidans mediante una lisis alcalina previa al uso de
un reactivo comercial para extraccion.

® Los andlisis bioinformdticos del genoma parcialmente secuenciado indican que
Acidithiobacillus thiooxidans posee los componentes necesarios para la via
metabdlica y de sefializacién del c-di-GMP,

e Bajo las variables de sustrato energético y dias de crecimiento, existen cambios
en los niveles de expresién transcripcional de los genes HD 83-19, HD 137-27 y
EAL 83-31, codificantes para posibles fosfodiesterasas. Esto podria deberse al
hecho de que para oxidar el azufre elemental es necesario la adhesién de las
células al sustrato sélido y la posterior formacion de una biopelicula.

¢ A medida que avanza el crecimiento en tiosulfato, disminuyen los niveles de
franscripcién de estas posibles fosfodiesterasas, mientras que en azufre
elemental, los genes que codifican fosfodiesterasas HD aumentan su expresion

transcripcional.
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¢ En células crecidas en azufre, el gen codificante para la PDE EAL 83-31
presentd un mayor nivel de expresioén transcripcional inicial que los genes que
codifican para fosfodiesterasas con dominio HD.

e En ambos sustratos energéticos, el gen EAL 83-31 bajé6 su expresiéon
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 enzima participante en la degradacion

de c-di-GMP,
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7. ANEXOS

7.1. Anexo 1. Datos obtenidos mediante qPCR para la cuantificacion
del niimero de copias de mRNA de los genes HD 83-19, HD 137-27,

EAL 83-31 y DNA 16 S.

La cuantificacidén de los niveles de transcritos correspondientes a los genes HD 83-
19, HD 137-27 y EAL 83-31 se utiliz6 con el método de determinacién de la abundancia
relativa de cada transcrito con respecto al nivel de rRNA 16S. Mediante el uso el uso de
la ecuacion obtenida para cada curva de calibracién se puede obtener el nimero de
copias y la eficiencia por cada reaccion de qPCR (Tabla 11). El nimero de copias de
cada transcrito es calculado a partir de los datos de Ct obtenidos a partir de muestras

extraidas de células crecidas en azufre elemental o tiosulfato (Tablas 12-13).

Tabla 11. Curvas de calibracién obtenidas para cada gen mediante qPCR.

Gen Ecuacion obtenida Eficiencia*
HD 83-19 Ct=-3,250 log (N°copias) + 35,607 1,03
HD 137-27 Ct=-3,312 log (N°copias) + 45,538 1,00
EAL 83-31 Ct=-3,173 log (N°copias) + 44,080 1,07
rRNA 16 S Ct=-4,176 log (N°copias) + 42,664 0,74

*Para el célculo de la eficiencia (E) se utilizd la funcién E = 1071, donde s es 1a
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 células crecidas en azufre elemental. Se
presenta el promedio de 4 réplicas bioldgicas.

3 Dias 9 Dias 12 Dias
Gen Ct Ct Ct
HD 83-19 25,12+044 23,65+029 24,53+044
HD 137-27 33,14+0,35 31,73+0,64 29,76 0,25
EAL 83-31 29,72+0,36 33,71::0,45 33,12+0,51
TRNA 1685 533020 549+0,38 5,63+0,31

Tabla 13. Valores de Ct obtenidos para cada gen
en células crecidas en tiosulfato. Se presenta el
promedio de 4 réplicas bioldgicas.

3 Dias 9 Dias 12 Dias
Gen Ct Ct Ct
HD 83-19 20,41+£0,33 24,12+0,72 2462+ 047
HD 137-27 31,45+0,39 34,16+:0,34 33,53+0,33
EAL 83-31 29,35+0,50 32,28+0,21 32,82+0,41

IRNA16S 554+034 594+034 552+026
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