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RESUMEN

La  mineria  es  el  pilar  principal  de  la  economfa  chilena  ya  que,  segtin  las

estadisticas   del   Ministerio   de   Mineria,   al   afro   2013   el   cobre   y   sus   derivados

representaba el  57°/o  de  las  exportaciones  nacionales.  Debido  a  esto,  se ham  hecho

grandes esfuerzos por desarrollar sistemas que permitan un procesamiento eficaz y de

bajo costo de los minerales en bruto en el ambito de la minerfa del cobre. Uno de los

sistemas desarrollados  es  la utilizaci6n  de un  consorcio  bacteriano  que es capaz de

solubilizar el cobre presente en los minerales extrafdos mediante el proceso conocido

como  biolixiviaci6n.  Una  de  las  bacterias  presentes  en  el  consorcio  bacteriano  es

f4cz.dz.jfej.obc7cj//zfs/er7ioorj.c7c}77s, microorganismo que ha sido estudiado con el objetivo

de   comprender  el   rol   que  juega  en   la  biolixiviaci6n   para  poder  potenciar  su

participaci6n  en  6sta y  asf  lograr  que  el  proceso  tenga nuevos  niveles  de  eficacia.

Previamente,  se  describi6  en  nuestro  laboratorio  que  un  extracto  del  secretoma

obtenido  de un  cultivo  de j4. /erroorz.c7cz;9s crecido  en  azufre  es  capaz  de  acortar la

etapa  de  retraso  del  crecimiento  al  agregarse  a  otro  cultivo  inicial  de  la  misma

bacteria.  El  objetivo  de  este  Seminario  de  Titulo  fue  identificar  algunos  de  los

componentes  del  secretoma  que  permitan  reproducir  este  fen6meno.  Para  ello  se

seleccionaron proteinas individuales y especificas del secretoma de j4. /erroorz.dcr7?S

para clonarlas y expresarlas en Escherz.cfez.cz co/z.. Estos extractos libres de c5lulas con

proteinas de .4. /e7`roorz.dcr7?s se utilizaron para analizar su efecto sobre el crecimiento

de j4. /erroorz.dc}7?S.  Se encontr6 que la proteina del secretoma Psts-1 gener6 un efecto
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sobre  el  crecimiento  similar  al  obtenido  con  el  secretoma  completo.  Esta  proteina

posiblemente  forma  parte  del  regul6n  Pfeo  implicado  en  la  captaci6n  de  fosfato

inorganico,  como en otros organismos acid6filos y neutr6filos. Posee una estructura

globular similar a su hom6logo de A4j;cobcrcferz.cf" /"bercz{/asz.a con la que comparte

una alta identidad, sobretodo en el sitio de uni6n a fosfato que esta conservado.   A

futuro sera interesante realizar experimentos para lograr establecer el efecto de Psts-1

en  el  crecimiento  de  j4.  /e7`roorj.dcz77s  en  minerales  sulfurados  de  cobre  como  la

calcopirita, y la posibilidad de un desalTollo aplicable en la biomineria.



ABSTRACT

The  mining  industry represents the  most  important  income  for the  Chilean

economy, with copper and its derivates accounting for 57°/o of all  Chilean exports.

For this  reason,  a  great  effort  has  been  made  to  develop  of systems  allowing  an

efficient processing of ores  at low cost in the realm  of copper mining.  One of the

developed systems is the utilization of a bacterial consortium that is capable of copper

solubilization  from  the  ores  extracted  from  the  mines,   in  a  process  known  as

bioleaching.   One  of  the  bacteria  present  in  this   consortium   is  .4cz.djtfaz.obcrcz.//cis

/erroorz.c7cz7qs,  a  microorganism  that  has  been  studied  to  understand  its  role  in  the

bioleaching process, and then to potentiate its activity in copper solubilization to new

levels   of  efficiency.   Previously,   in   our   laboratory   was   described   that   an   .4.

/erroorz.c7cr7?s secretome extract obtained from a culture grown in elemental sulfur is

capable  of shortening  the  lag phase  when  added  to  an  initial  culture  of the  same

bacteria. The aim of this work was to identify the secretome components that allow to

reproduce this phenomenon. Individual and specific proteins of the secretome from j4.

/e7`;ioorz.c7cz7?a were selected to clone and express them in Escherz.chz.cz co/I.. These cell-

free extracts containing the overexpressed proteins were used to analyze its effect on

the  growth  of j4.  /erroorz.c7cr77s.  It  was  found  that  the  secretome  protein  Psts-1

generated an effect on growth similar to that obtained with the full secretome. This

protein possibly belongs to the Pho regulon involved in inorganic phosphate uptake,

as in other acidophilic and neutrophilic organisms. It has a globular structure similar



to its homologous of A4j;cobc}cterz.z/" /zfberc#/as;.s with which shares a high identity,

particularly in the phosphate binding site that is conserved.  It will  be  interesting to

conduct  future  experiments  to  determine  the  effect  of Psts-1  in  the  growth  of ,4.

/erroorj.dour in sulphide minerals like chalcopyrite and the possibility to develop an

application to biomining.
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1.  INTRODUCC16N

La mineria es  el mayor pilar econ6mico  del pats,  en donde  las  exportaciones  de

cobre ham sido la principal fuente de ingresos nacionales durante las tiltimas decadas. Se

calcula que para el afro 2013, Chile tendra una producci6n de 5,53 millones de toneladas

m5tricas  de  cobre  mina,  representando  un   aumento   de  98.000  toneladas  m6tricas

respecto al afro 2012,  y para 2014 se prev5 un volumen de 5,69 millones de toneladas

m6tricas  de  cobre  mina,  lo  que  se  traduce  en  un  crecimiento  de  2,9%  respecto  a  lo

estimado para el presente afro (COCHILCO, 2013a). Este incremento de la producci6n

se  asocia  a  la  gran   inversion  tanto  privada  como  ptiblica,   estimada  en  cerca  de

US$ 55.000 millones para el perfodo comprendido entre los afros 2013 y 2017, la cual va

acompafiada   de   desarrollo   cientffico   que   se   traduce   en   la   aplicaci6n   de   nuevas

tecnologias que iran en beneficio de una producci6n mss eficiente, segura y con menor

riesgo ambiental (COCHILCO, 2013b).

Al dia de hoy, la gran mayoria de los metales son obtenidos y refinados desde los

minerales en brute mediante el proceso de pirometalurgia, procedimiento que funciona a

base de  la utilizaci6n del  calor y que ademas  requiere  altos  niveles  de metales en  los

minerales, por lo que su utilizaci6n con minerales de baja ley resulta no rentable.

Debido a esto, surge la necesidad de desarrollar nuevas metodologfas que apoyen

el desarrollo de la industria cupn'fera, otorgando mayor eficiencia e inocuidad al medio

ambiente.  De  estas  necesidades  mace  la  biolixiviaci6n,  en  donde  se  convierten  los

minerales insolubles, como un sulfuro metalico a su forma soluble: el sulfato metalico, e
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involucra  agentes  biol6gicos  como   intermediarios  para  la  solubilizaci6n  del  cobre

(Rawlings, 2002), el cual se recupera mediante una electro obtenci6n eficiente a partir de

minerales de cobre de baja ley (Jerez, 2011 ; 2013).

En  la  actualidad  los  procesos  de  biominerfa  involucran  la  oxidaci6n  de metales

pesados presentes en sulfuros metalicos como la pirita Q7es2) y la calcopirita (CuFes2) y

la  mayoria  de  las  operaciones  comerciales  de  biolixiviaci6n  se  llevan  a  cabo  por

consorcios  de diversas bacterias  acid6filas y quimiolitoautotr6ficas,  entre las cuales se

e;"oueITita:n       Acidithiobacillus       thioouidaus,       Leptospirillum      ferrooxidans       y

j4cz.c7z.ffez.obcrcz.//#s /er7`oorj.dcr#S,  entre otras bacterias  acid6filas  pertenecientes  al  g6nero

i4cJ.dzz7fez./#7„ y arqueas (Rawlings y Kusano,1994).

.4. /e;`roorz.dcus  es  reconocida  como  la  primera  bacteria  descubierta  capaz  de

oxidar minerales,  oxidando  tanto  el  hierro  como  los  compuestos  reducidos  de  azufre

presentes  en  los  minerales  @awlings,  2002).   j4. /e7.roorz.dcz77s  es  una  bacteria  Gram-

negativa, un miembro del subgrupo de las y-proteobacterias, con un pH de crecimiento

6ptimo entre 1,5 y 2,5.  Para la obtenci6n de energia puede utilizar la oxidaci6n aer6bica

del  ion  ferroso  Fe(II),  azufre  elemental,  compuestos  de  azufre parcialmente  oxidados

(Pronk y col.,  1990), hidr6geno molecular @obner y col.,  1990) y acido formico (Pronk

y col.,1991).

Debido  a  esto  es  importante  el  estudio  de  las  vias  metab6licas  y  energ5ticas

relacionadas  con  el  crecimiento  y  las  adaptaciones  fisiol6gicas  de  .4.  /erroorz.dc777S,

puesto  que  se  le  considera como uno  de los miembros mas  importantes  del  consorcio

presente en los procesos de biolixiviaci6n (Rawlings y Kusano,1994).



3

Segtin  un  modelo  de  la  oxidaci6n  del  azufre  que  se  desarrolla  en  el  espacio

periplasmatico   propuesto   con  anterioridad     (Rohwerder  y   Sand,   2007),   el   azufre

elemental  (S8)  es transportado hacia el  espacio  periplasmatico  por medio  de proteinas

que poseen  grupos tioles  ai-SH)  capaces  de reaccionar con  el  azufre,  para  luego  ser

oxidado  por una azufre  dioxigenasa  (SDO),  dando  sulfito  como  producto,  el  cual  es

oxidado a sulfato por una sulfito:aceptor oxidoreductasa (SAR), que muy posiblemente

usa  citocromos  como  aceptores  de  electrones.  El  sulfuro  libre  es  oxidado  a  azufre

elemental  separadamente  por una  deshidrogenasa  que  usa  quinonas  como  aceptor de

electrones   (SQR)   que   en   condiciones   abi6ticas   reacciona   con   sulfito   y   produce

tiosulfato,  que  por  una  tiosulfato:quinona  oxidoreductasa  (TQO)  es  transformada  a

tetrationato, que es hidrolizado por una enzima tetrationato hidrolasa (TTH) dando como

productos azufre elemental y sulfate Q7ig.1 ).

F3-SS-R

R£S"H

SQR

-   SDO       =

abiotic

SO

so$2 -.,,,   SAf3     =   S042-

Srr} 8*            S dn(id r5r2*

Sfi,sO42~            T"

Figura 1. Modelo propuesto para la oxidaci6n del azufre por i4. /eIToor7.c7cr#s (Rohwerder y Sand, 2007).

Se  ham   propuesto   dos   mecanismos   para  la   disoluci6n   de   sulfuros   metalicos

mediada  por  bacterias:  el  mecanismo  indirecto  y  el  directo  (Tuovinen,   1990).  En  el
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mecanismo indirecto son los iones ferricos los que disuelven el mineral. Sin embargo, se

ham planteado dos diferentes vias por las cuales este mecanismo ocurriria:  i) la via del

tiosulfato; y ii) la via de los polisulfuros (Fig. 2) (Schippers y Sand,1999).

a    Th[osulfate mechanism      b      Polysulf]demechantsm

M2. + Se032-

(Af . At)

i
Fd+'02

Sn062..,§8

soda. + Ht

Figura   2.   Mecanismos   de   solubilizaci6n   de   los   sulfuros   metalicos   (MS).   f4/.   4  /er7`oor7.cJous,
of L. f erroouidans, At: A. thiooxidans (Veray cot., 2;OT3).

En la via del tiosulfato,  la solubilizaci6n del metal ocurre luego del ataque de los

iones ferricos al sulfuro metalico, generindose tiosulfato como principal intermediario y

sulfato como producto final. Este mecanismo ocurre sobre sulfuros metalicos insolubles

en  acido  e  implica  la  solubilizaci6n  del  metal  gracias  al  ataque  combinado  de  iones

ferricos  y  protones,  siendo  el  intermediario  principal  el  azufre  elemental  que  luego

puede   ser   oxidado   a   sulfato   por   microorganismos   oxidadores   de   azufre   como

A. thiooxidans y Acidithiobacillus caldus. El ion fieIToso generedo puede ser reox±dedo a

ion  ferrico  por  microorganismos  como  ,4.  /erroorz.dc}#s  o  bacterias  de  los  g6neros

fep/aspz.rz.//"7#  o  S#/pfrobcrcz.//#s.  Este  proceso  se  asocia  a  la  oxidaci6n  de  sulfuros
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metflicos solubles en fcido como  la esfalerita (Zns),  calcosina (Cu2S)  o galena (Pbs).

Otro papel asociado a los microorganismos es proporcionar el acido sulfurico, de modo

que los protones faciliten la oxidaci6n del hierro(II) y lo mantengan en forma ferrica a

fin de que 6ste realice el ataque oxidativo en contra del mineral (Schippers y Sand,1999;

Crundwell, 2003).

En el mecanismo directo,  la bacteria ataca el mineral enzimaticanente, para lo

cual necesita de la estrecha interacci6n y de la adherencia del microorganismo al sustrato

s6lido, de manera que la adherencia es un paso previo al proceso de oxidaci6n (Brierley,

1978).  Se  ha  visto  que 4. /erroorj.dcz#s  se  adhiere  a  la  superficie  de  varios  sustratos

s6lidos  como   azufre   (Espejo  y  Romero,   1987;   Ceskova  y  col.,   2002)  y  sulfuros

metalicos (Devasia y col.,1993; Myerson y Kline,1983).

Para el desarrollo de la biolixiviaci6n, uno de los pasos crfticos es la adherencia

bacteriana  al   sustrato   s6lido,   donde  juegan  un  papel   importante   las   interacciones

hidrofobicas  @evasia  y  col.,   1993;  Solari  y  col.,   1992)  tanto  como  las  hidrofilicas

(Ohmura  y  col.,  1993).  Particularmente  para  las  bacterias  Gram-negativas,  participan

protag6nicamente en la adherencia los lipopolisacaridos (LPS), proteinas de membrana

extema y las proteinas que son parte del secretoma bacteriano, en donde la mayoria de

las proteinas destinadas a abandonar el citoplasma, una vez que su estructura primaria ha

sido  sintetizada,  son reconocidas para  la exportaci6n  gracias  a un p6ptido  sefial  en su

extremo N-terminal por el sistema de secreci6n See, cuyos componentes se encuentran

altamente  conservados  (Tjalsma  y  col.,  2000).  El  perfil  de  proteinas  en  la  superficie

celular  en  j4. /erroorz.c7cr7?s  esta  determinado  principalmente  por  la  diferencia  de  los

sustratos de medio del cultivo y por otros factores como temperatura, pH, osmolaridad,
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etc.   (Amaro   y   col.,   1993;   Arredondo   y   col.,   1994).   El   cambio   de   las  proteinas

superficiales  puede  ser  regulado  por  un  mecanismo  elaborado  para  adaptarse  a  la

utilizaci6n del sustrato, sin estar 6ste bien identiflcado (Arredondo y col.,  1988; Amaro y

col.,1992; Ohmura y col.,1996).

Se    sabe    que    las   proteinas    extracelulares    bacterianas    cumplen    funciones

trascendentales    como    son    la   provisi6n    de    nutrientes,    adherencia   a   sustratos,

comunicaci6n  c6lula-c6lula,  desintoxicaci6n, virulencia,  etc.  (Antelmann y col., 2001).

El secretoma por definici6n comprende a las proteinas  secretadas  y su maquinaria de

secreci6n  (Tjalsma  y  col.,  2000),  siendo  las  proteinas  secretadas  aquellas  que  son

exportadas desde el  citoplasma al medio  extracelular.  Diversos resultados apoyaron  la

idea que la informaci6n para el destino subcelular de las proteinas estaba provisto por su

composici6n de aminoacidos (Nakashima y Nishikawa,1994; Schneider,1999).

Las proteinas una vez sintetizadas pueden ser destinadas a varios compartimentos

subcelulares   dependiendo   de  la  presencia  o   no   del   p5ptido   sefial   en   el   extremo

N-terminal y de sefiales de retenci6n especfficas. La mayoria de las proteinas bacterianas

destinadas a abandonar el citoplasma se exportan a trav6s del sistema See (Seeretory),

cuyos   componentes   se   encuentran   altamente   conservados   (Tjalsma  y   col.,   2000).

Muchas de estas proteinas inmaduras exportadas se sintetizan como precursores con su

p6ptido sefial en el extremo N-terminal, los cuales son reconocidos por factores solubles

especfficos para su transporte y translocaci6n a trav5s de  la membrana.  Luego  de esta

translocaci6n, el p6ptido sefial es removido, lo cual resulta en la liberaci6n de la proteina

desde la membrana, adquiriendo inmediatamente despu6s de esto su conformaci6n final

(Antelmann y col., 2001).
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Se ham reportado otros mecanismos para la exportaci6n de algunas proteinas como

las sefiales de secreci6n del sistema TAT (|win Arginine |ranslocation) que transporta

proteinas  ya plegadas  (Berks  y col.,  2005),  sefiales  de  lipoproteinas  y transportadores

ABC (ATP Binding Cassette) (Fekkes y Driessen,  1999). Tambi6n se ha identificado un

sistema para la exportaci6n de proteinas desde el citoplasma que se denomin6  Sistema

de Secreci6n tipo No Clasico (Bendtsen y col., 2005).

Watt   y   colaboradores   (2005)   afirman   que   existen   dos   grupos   de   proteinas

secretadas,  luego  de  analizar el proteoma de la bacteria fitopatog5nica Gram-negativa

JFcz;gffeo7#o72czS  ccrxpesgivz.£  pv.  cc7"pesgivz.s  8100:  i)  las  proteinas  activamente  secretadas

que  comprenden  enzimas  extracelulares  y  proteinas  que  unen  nutrientes  y  ap5ndices

celulares, siendo su secreci6n y sintesis regulada por la densidad celular o el sustrato y,

ii)  proteinas  que  cumplen  su  funci6n  en  el  citoplasma  y  que  no  son  activamente

secretadas pero que son liberadas al espacio extracelular por lisis o bien otro mecanismo

desconocido.  Junto  con  esto  proponen  que  la presencia  de  proteinas  de  la membrana

extema en el espacio extracelular puede deberse a que algunas proteinas no se insertan

bien en la membrana o que existe una digestion parcial por parte de proteasas. Algunas

funciones encontradas en este proteoma extracelular son: adquisici6n de elementos traza,

enzimas   degradativas,   enzimas   metab6licas,   chaperonas   y  proteinas   de  membrana

extema.

Previamente, en el Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia de la

Facultad  de  Ciencias  de  la  Universidad  de  Chile,  se  caracteriz6  de  forma  parcial  el

secretoma  de  un  cultivo   de  j4.  /erroorJ.c7c7J?s  ATCC  23270  crecido   en  condiciones

aer6bicas  con  azufre  elemental  como  sustrato,  el  cual  fue  obtenido  por  medio  del
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proceso   de   partici6n   en   tres   fases   (TPP   por   sus   siglas   en   ingl6s:   |hree  Phase

Partitioning) (Jerez y Pagliai, 2009) (Fig. 3).
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Figura 3. NEPHGE bidimensional del extracto total de .4. /er7ioor;.d¢#s ATCC 23270 cultivado en azufre
elemental (izquierda) y de  su secretoma obtenido por TPP (derecha)  (Jerez y Pagliai,  2009).  Detalle  en
Tabla 1.

El m6todo  TPP  es un procedimiento  que utiliza sulfato de  amonio  como  agente

cosmotr6pico,  ya que  actha como promotor ani6nico  del  orden y estructura del  agua,

para realizar un scr//z.#g o#/ de  las proteinas en  soluci6n,  disminuyendo  su  solubilidad

como resultado de la competencia por las mol6culas de solvataci6n entre los iones de sal

adicionados y los otros solutos disueltos. A altas concentraciones de sal, muchos de los

iones adicionados se encuentran rodeados por mol6culas de agua, por lo que el solvente

remanente es insuficiente para disolver otros solutos, resultando en la precipitaci6n de

las proteinas. Estos iones, que disminuyen la solubilidad de las proteinas, estabilizan su

estructura nativa por lo que las proteinas precipitadas no se desnaturalizan (Bohinsky,
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1978).  En una segunda instancia,1a partici6n en tres fases usa un solvente orginico C4 o

C5 (preferentemente /-butanol) para realizar la separaci6n de las protefnas en la soluci6n

acuosa, teminando 6stas en la interfase entre la fase acuosa y la orginica (Dennison y

col.,1997).

Se   ha   descrito   ademas   que   los   extractos   de   proteinas   extracelulares   de

4. /erJ'oor!.c7cz#s y de j4.  /¢z.ooxz.c7cJ7?s posee un efecto estimulante al  ser inoculado en un

cultivo temprano de 4. /erroorj.c7cz#s, ya que aceleran el crecimiento, acortando la etapa

de retardo desde cuatro a memos de un dia, o incluso eliminandola del crecimiento (Fig.

4)  (Jerez  y Pagliai,  2009).  Recientemente  se  public6  un  estudio  mostrando  un  efecto

similar sobre el crecimiento de cultivos de 4.  ffoz.oor7.dc777s,  en donde la Licanantasa, un

componente del secretoma, disminuye la etapa de retardo del crecimiento y aumenta la

tasa  de  biolixiviaci6n  de  cobre  desde  minerales  de  calcopirita  en  cultivos  mixtos  de

4. /erroorz.cJa#s y j4.  /fez.ooj¥z.c7a#s (Bobadilla y col., 2010).
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Figura 4. Efecto del extracto extracelular de i4. /erroorj.c7tzus y de ,4.  f¢z.oorz.da#f sobre el crecimiento de
j4. /e"oor!.c/a#s  (Jerez  y  Pagliai,  2009).  Triingulos  azules:  Control  sin  proteinas  afiadidas.  Cuadrados
rosados:  Extracto  de  secretoma  de  E.  co/j..  Circulos  negros:  Extracto  de  secretoma  de  ,4.  /¢!.oox!.da#s.
Rombos celestes: Extracto de secretoma de .4. /eIToor!.dams.
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Para  la   caracterizaci6n   del   secretoma   de  4.  /e77oorz.c7cus  se   separaron   las

proteinas mediante electroforesis bidimensional y se extrajeron del gel de poliacrilamida

para su secuenciaci6n  e  identificaci6n en las bases de datos disponibles  (Tabla  1). De

estas protefnas, se escogieron las dos que presentan mayor abundancia en el secretoma

que son  las  codificadas por los  genes  fff7 (AFE_0029) y AFE_0043,  y una de  las  de

menor abundancia que corresponde al producto depr#SJ (APE_1939).

Tabla  1.  Identificaci6n de los  componentes del  secretoma de 4. /erroow.cJcus ATCC 23270  crecido  en
azufre elemental (Jerez y Pagliai, 2009).

Manclia        Marco abierto de lectura                  Descripci6n disponible en NCBI

1                              AFE  0029                     Tetrationato hidrolasa

2                              AFE  0018                      Proteina con dominio LysM

3                            AFE  oo43                    ::::::i?aa periplasmatica de uni6n a so|uto,

4                             APE  1939                    Transp0rtador ABc de fosfato, proteina de
union a fosfato periplasmatica Psts

5                              AFE  0522                     Peptidyl-prolyl cis-trans isomerasa, tipo-PPIC

5                              AFE   1478                     Proteina Fixc

5a                             APE  0522                      Peptidyl-prolyl cis-trans isomerasa, tipo-PPIC

5b                             APE  0522                      Peptidyl-prolyl cis-trans isomerasa, tipo-PPIC

6                             APE  0042 Proteina con dominio de secuencia de sefial de
via Tat (twin-arginine translocation)

8                              APE  0042 Proteina con dominio de secuencia de sefial de
Tat (twin-arginine translo cation)

9                              APE  3146                      Rusticianina

10                             APE  0543                      Chaperonina,10 kDa (groES)

13                             APE   1498                      Transportador ABC , proteina perip|asmatica
de uni6n a soluto, putativa

16                             APE  0006                     Proteina chaperona de pilus, putativa
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El  producto del gen prtisJ, Psts-1  (Afpsts-1), tiene un peso molecular de 37,8

kDa  y junto  con  Affsts-2  ham  sido  postuladas  como  proteinas  de  uni6n  a  fosfato

inorganico,  y  en  ambos  casos pertenecerfan  al  sistema de transporte especffico de alta

afinidad de fosfato inorganico Pst (Vera y col., 2003).  Se ha estudiado la involucraci6n

del   sistema   Pst   en    los   procesos    de   colonizaci6n   llevados   a   cabo   por   otros

microorganismos,  Como  por ejempIO  Pro/eg/a  z7".r¢bz./I.s  y Psea/cJo7#o77c}s  czer2/gz.7zascz,  en

donde la ausencia de Psts afecta directamente la virulencia de estos pat6genos al verse

comprometida la habilidad para formar biopeliculas o adherencia a las c6lulas objetivo

(O'May y col., 2009; Zaborina y col., 2008). En E.  co/I. los genes del sistema Pst ®s£4

prfB, prfc y psti®  se  inducen como parte de  la respuesta del regul6n Pho  a las bajas

concentraciones de fosfato circundante, en donde el sensor PhoR fosforila al regulador

transcripcional PhoB,  que se une a secuencias  conocidas  como  cajas-pho  rfo arriba de

los genes que pertenecen al regul6n para asi inducir su expresi6n (Makino y col.,  1994;

Torriani-Gorini,  1994;  Wanner,  1996). En j4. /eJ`roorz.dcJ#s el sistema Pst perteneceria a

un regul6n Pho putativo similar al descrito en E.  co/J., y sus genes aparentemente estan

diisquestos  en  dos  operones..  pstsICIC2  y  phoBR-psts2C2AB-phouppx,  sierLdo  ct

primer oper6n una posible duplicaci6n genica truncada del segundo  (Vera y col., 2003;

Vera, 2006).

AFE_0043  serfa el producto del gen hipot6tico anotado hom6nimamente y tiene un

peso  molecular  de  36,7  kDa.  En  nuestro  conocimiento  no   existen  estudios  de  su

caracterizaci6n, pero es posible que sea una proteina de uni6n a sulfato y pertenezca al

sistema  de  incorporaci6n  de  dicho  compuesto,  segdn  alineamientos  realizados  con  la

base de datos disponible en BLASTp.
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El gen /£fJ codifica para la sintesis de la proteina tetrationato hidrolasa o TTH,

con  un  peso  molecular  de   53,I   kDa,   y  posee  un  dominio   de  uni6n  al   co factor

pirroloquinolina   quinona   G'QQ),   que   ya   se   ha   caracterizado   como   una  proteina

periplasmatica   en  .4.  /er7'oorz.dcr77s   (Chi   y   col.,   2007).   En  j4.  /err.oorj.dcz#s   se  ha

encontrado  la TTH en el  sobrenadante de  cultivos  de este microorganismo crecido en

tiosulfato  en  condiciones  limitantes  de  oxigeno  (Beard  y  col.,  2011).  Tambi5n  se  ha

reportado  la extrusion  de TTH por la arquea j4cz.dz.cz7z#s feospz./cr/z.s,  que resulta en unas

estructuras tipo-cremallera al ser vistas al microscopio electr6nico. Dicha extrusion se ha

relacionado   con   condiciones   de   estr6s,   cuyos   niveles   disminuyen   a   niveles   no

detectables cuando el arque6n se adapta a las nuevas condiciones del medio (Kuprovic y

col.' 2012).

Con   los   antecedentes   anteriores,   surge   la   interrogante   de   si   las   proteinas

extracelulares escogidas desde los genes bidimensionales son capaces de reproducir, de

forma  parcial  o  total,   el  efecto  observado  previamente  al  utilizar  un  extracto  de

secretoma  de  .4.  /erroorz.dc}7zs,  al  facilitar  el  crecimiento  bacteriano  sobre  el  azufre

elemental en cultivos  iniciales. Esto mos ayudaria a determinar de forma preliminar las

proteinas extracelulares que cumplen un rol en las primeras etapas del crecimiento de un

cultivo,  sea  por  la  facilitaci6n  de  la  adherencia  al  sustrato  o  por  cumplir  algtin  rol

metab61ico.
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La inoculaci6n de extractos de E.co/I. que contienen proteinas recombinantes del

secretoma  de  4.  /er7`oorz.dcz;7s  ATCC  23270  generan  un  efecto  sobre  el  cultivo  de

4. /e7.7ioorz.c7c772s en azufre, acortando la etapa de retardo del crecimiento bacteriano.

A.  Objetivos:

a.     General.

-     Determinar  el  efecto  de  la  inoculaci6n  de  extractos  de  E.  co/z.  que  contienen

proteinas   sobreexpresadas   del   secretoma   de  j4.  /erroorj.dc}77s   ATCC   23270

crecido  en  azufre  elemental  como  sustrato,  sobre  un  cultivo  inicial  de  dicha

bacteria.

b.     Especfficos:

-     Reproducir el efecto del secretoma de 4. /erroorz.dcrus ATCC 23270 crecido en

azufre  elemental  sobre  la velocidad  de  crecimiento  de  un  cultivo  inicial  de  la

misma bacteria en un medio con azufre como sustrato.

-     Estudiar el efecto en el crecimiento de 4. /erroorz.c7cr#s ATCC 23270 al inocular

un extracto total libre de c6lulas de E.  co/j. que contenga proteinas del secretoma

de ,4. /erroorz.dcz7zs expresadas de forma recombinante.

-     Realizar  una  caracterizaci6n  bioinformatica  de   las  proteinas  estudiadas  que

causen  un  efecto  detectable  durante  el  crecimiento  de  j4.  /e#oorz.do#s  para

conocer su interacci6n con el medio y el contexto gen6mico en el que se induce

su sintesis.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1        Cepasy condiciones de cultivo

Se   utiliz6   la   cepa   ATCC   23270   de   4.   /e77.oorz.dcz#s,   la   cual   se   creci6

aer6bicamente a 30 °  C  con agitaci6n a  150 rpm  en el medio  9K modificado segtin el

sustrato a oxidar. Para el crecimiento en azufre elemental, el medio contenfa 0,4 g/L de

Mgs04 X 7 H20, 0,1 g/L de QH4)2S04, 0,04 g/L de KH2P04 X 3 H20 y 50 g/L de perlas

de  azufre  esterilizadas  previamente,  ajustando  luego  el  pH  a  2,5  con  acido  sulfurico

concentrado (Amaro y col.,1991).

2.2       Monitoreo del crecimiento celular

El crecimiento  de 4. /erroorz.dcus utilizando perlas  de azufre como  sustrato  se

sigui6 mediante el conteo celular del sobrenadante de cultivo para establecer la fase de

crecimiento en la que se extrajeron las proteinas presentes en el sobrenadante de cultivo.

Esto  se  realiz6  con  una  camara  de  Petroff-Hausser mediante  la  visualizaci6n  con  el

microscopio 6ptico OLYMPUS BX50. La concentraci6n de c5lulas se obtuvo dividiendo

el promedio de c5lulas contadas en cada celda por el volumen que contiene una celda,

que corresponde a 5 x  10-8 mL. No se determinaron las c6lulas adheridas a las perlas de

azufre.
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2.3       0btenci6n de proteinas extracelulares

Las proteinas  a estudiar se  obtuvieron  desde  el  sobrenadante  de  un cultivo  de

4.  /er7ioorz.dcr7zs,  para  lo  cual  6ste  se  creci6  hasta  la  fase  exponencial  tardia.  Este

sobrenadante de cultivo  se centrifug6 a 4000 xpm durante 20 min a 4 ° C,  luego de lo

cual se filtr6 a trav6s de una membrana GV Durapore PVDF (Millipore) con un tamafio

de  poro  de  0,22  prm  para  descartar  el  resto  de  las  c5lulas  no  separadas  durante  la

centrifugaci6n.

El m5todo empleado para concentrar proteinas desde el sobrenadante de cultivo

de j4. /erroorz.c7c7#s corresponde a la partici6n en tres fases. El volumen de sobrenadante

se satur6 al 75 0/o agregando sulfato de amonio, a temperatura ambiente. Esta soluci6n se

dej6 agitando  durante 30 min para luego agregar 2/5  del volumen  inicial de  7z-butanol

@ennison  y  col.,  1997).  La  mezcla  se  agit6  durante  2  min  y  se  dej6  reposar  1  h  a

temperatura   ambiente.   Luego   se   recuper6   la   fase   intermedia   generada   por   este

procedimiento y se centrifug6 a 2000 rpm durante  10 min para separar la fase acuosa y

la fase organica. El precipitado obtenido se sec6 a temperatura ambiente para luego ser

solubilizado  en  un  volumen  de  sales  del  medio  9K.  Posteriormente  se  cuantific6  la

concentraci6n de proteinas mediante el ensayo de Bradford usando albtimina de suero de

bovino  como  estandar.  Las  proteinas  del  secretoma  se  separaron  y  se  visualizaron

mediante  electroforesis  en  geles  de  poliacrilamida  al  12,50/o  (Laemmli,  1970)  tefiidos

con nitrato de plata (Rabilloud y col.,1988; Shevshenko y col.,1996).
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2.4       Clonamiento y expresi6n de proteinas heter6logas

Los  genes  escogidos  se  amplificaron desde ADN gen6mico  de ,4. /erroorz.c7czj?s

ATCC 23270 con log partidores disefiados en el Laboratorio de Microbiologia Molecular

y Biotecnologfa para este estudio y que son especificados en la Tabla 2. Los partidores

sentido   incluyen   un   sitio   de   restricci6n   para  JX%oJ  y  JvldeJ,   y   una   secuencia   de

Shine-Dalgamo (Tabla 2).

Tabla 2. Secuencias de los par[idores utilizados para amplificar los genes escogidos.

Partidor                                                        Secuencia 5' -3'
APE_0043 Fwxho   C7lcG4 GATAAAAGGAGAATATACATATGAAAAAAAGTAAAACGCTG

AFE  0043 Rv          TTAITTGcccGTGTACGGCTrG

pstsFwxho               C7lcG4 GATAAAAGGAGAATATACATATGAAGAAAGAAGTAACACGTAGTG

pstsRvpst                  TTACTGAATTTCCGCGATCTGC

tethFwxho                C7lcG4 GATAAAAGGAGAATATACATATGCCAAGTATTGTACGTAAC

tethRvpst                   CTAACTGCCATGGCTTATCGTTTTTAG

Con subrayado se destaca la secuencia de  Shine-Dalgamo.  Los sitios  de restricci6n de J¥%oJ y jv:deJ se
destacan en cursiva y negrita, respectivamente.

Los  productos   de  PCR  obtenidos   se  purificaron   desde   un   gel   de   agarosa

a].Z.N.A.  Gel Extraction  Kit)  y  se  ligaron  con  el  vector PGEM-T Easy  (Invitrogen).

Para esto  se tomaron 5 ng de ADN plasmidial,  10 ng de producto de PCR, Buffer de

ligaci6n  lx,  1  prL  de  ligasa y agua bidestilada hasta completar  6  prL.  La reacci6n  se

realiz6  a 4  °  C  durante  toda  la  noche.  Con  el  producto  de  ligaci6n  se  procedi6  a  la

transformaci6n de la cepa One Shot TOP10 de Escherz.cfrz.cz co/z. (Invitrogen) por golpe

de calor. Se tomaron 5 HL del producto de ligaci6n y 50 HL de c61ulas y se incubaron en

hielo durante 30 min. Posteriormente se  incub6 a 42 ° C  durante 45  s y luego  en hielo

por 5 min. Despu6s se agregaron 250 prL de medio LB (10 g de triptona, 5 g de extracto
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de levadura y 10 g de Nacl en 1 L de H20) a temperatura ambiente y se incub6 a 37 a C

con agitaci6n suave durante  1  h.  Luego se tomaron alfcuotas de 50  prL y 200  HL y se

sembraron  en  placas  de  Petri  con  medio  agar-LB  suplementado  con  ampicilina  100

mg/L, 40 prL de X-Gal e IPTG  1  mM y se dejaron incubando a 37 ° C durante toda la

noche. De las colonias obtenidas se eligieron las de color blanco y se hizo un analisis de

orientaci6n  del  inserto  por medio  de PCR,  utilizando un partidor en  sentido  del gen y

otro  en antisentido  (5'-  TCACACAGGAAACAGCTATG  -3')  que  cubre  la secuencia

del vector. EI PCR de colonia para AFE_0043 no did resultados positivos, por lo que los

vectores   se   extrajeron   y   analizaron   por   digesti6n   enzimatica   con   jvIdeJ   segtin

indicaciones del fabricante.

Los plasmidios que presentaron el inserto en el sentido deseado se extrajeron por

miniprep (E.Z.N.A. Plasmid Miniprep kit I,  Omega). Los que contenian las secuencias

de prtisJ  y ffff se digirieron con JHboJ y PsjJ, y los que contenian a AFE  0043  fueron

digeridos  con  .X7zoJ  y  EcoRI,  segtin  las  indicaciones  del  fabricante  (New  England

Biolabs). El vector pTrcHis2A (Invitrogen) se digiri6 con las enzimas correspondientes

para cada gen. Los productos de la digesti6n se sometieron a una reacci6n de ligaci6n y

con  dicho  producto  se  transform6  E.  co/z. TOP10  como  se  describi6  previamente.  La

inducci6n de la expresi6n se realiz6 con IPTG 3 mM durante toda la noche a  20 ° C y

150 Ipm.

Los  cultivos  se  sedimentaron  por  centrifugaci6n  a  16000  g  durante  2  min.  EI

sedimento se lav6 una vez con Tris-Hcl  10 mM pH 7,5. Luego se resuspendi6 en dicho

tamp6n y se agreg6 PMSF 1 mM. Se sonic6 en hielo en lapsos ON y OFF de 30 s por un
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tiempo  total  de  10  min.  Posteriormente  se  centrifug6  a  16000  g  durante  25  min  y  se

recuper6 el sobrenadante.

2.5       Determinaci6n del efecto de las proteinas seleccionadas

Los ensayos se realizaron agregando proteinas del secretoma resolubilizado  (50

pug/mL) o  extracto total  1ibre  de c5lulas. de E.  co/z.   (25  Lig/mL)  a las perlas  de azufre

esterilizadas previamente. Para esto, las perlas se incubaron con 156 Hg de proteinas del

extracto de E. co/z. o 312 pug de proteinas del secretoma, y el volumen se ajust6 a 250 HL,

y  se  mantuvieron  a  30  a  C  durante  2  h  con  agitaci6n  a  250  rpm.  Posteriomente  se

agregaron   6   mL   de   las   sales   de   medio   9K   y   se   inocul6   un   concentrado   de

i4. /er7`oorz.dcrus para dar 107 c61ulas/mL.

2.6       Analisis bioinformfticos

El modelamiento  estructural  de la proteina Afpsts-1  se realiz6  con el  servidor

Swiss-Model Oeitsch,  1995; Amold y col., 2006; Kiefer y col., 2009) utilizando Psts-1

de A41.  /zfberczf/osz.a  (Mtpsts-1)  como  templado  (C6digo  PDB:  1PC3)  y  se  visualiz6  en

PyMOL  (Schr6dinger,  LLC.,  2013).  Para  el  modelamiento  de  Affsts-2  se  utiliz6  el

mismo  procedimiento  con  Psts  de  E.   co/J.  (Ecpsts)  como  templado  (C6digo  PDB:

1IXH). Los calculos del potencial electrostatico de superficie se hicieron por medio del

servidor PD82PQR (Dolinsky y col., 2004; Dolinsky y col., 2007) y se visualizaron por

APBS  (Baker y col.,  2001) en el programa VMD Glumphrey y col.,  1996).  Se realiz6

una  btisqueda  con  BLASTp  utilizando  la  secuencia  de  Afl'sts-1   (C6digo  Uniprot:

87JC36)  de  ,4.  /er7ioorj.dcz#s  ATCC  23270.  Debido  al  gran  ntimero  de  secuencias
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hom6logas encontradas se utilizaron las que tuviesen un porcentaje de identidad minimo

de 50°/o con Afpsts-1, con las que se realiz6 un alineamiento de secuencia con Clustalw

editado  con  Boxshade,  y un  alineamiento  de  contextos  gen6micos  con  las  secuencias

obtenidas que estaban disponibles en la base datos de  Absynte @espalins y col., 2011).



3. RESULTADOS

3.1       0btenci6n de las proteinas del secretoma

Una parte importante del desarrollo de este Seminario de Tftulo fue obtener las

proteinas  purificadas  del  secretoma  para  determinar  su  posible  funci6n  individual  en

comparaci6n   con   el   secretoma  total.   Se   procedi6   a   repetir   el   proceso   realizado

previamente en el laboratorio con la t6cnica de la partici6n en tres fases ya descrita. Para

esto,  se  cultiv6  14. /erroorj.dcr77s  hasta  su  fase  exponencial  tardia,  donde  la  densidad

celular alcanza aproximadamente 2.108  c5lulas/mL,  ya que  en  fase  estacionaria existe

una mayor tasa de  lisis celular (Fig.  5). En la flgura 6  se observa la separaci6n de las

proteinas  presentes  en  el  extracto  del  secretoma  mediante  electroforesis  en  geles  de

poliacrilamida. Se aprecia el perfil proteico obtenido desde un cultivo en azufre.

1.Ox|oO8

02468
Bias

Figura 5. Crecimiento de A /erroor7.d¢#s ATCC 23270 en medio 9K con per]as de azufre como sustrato.
Se muestra el promedio de tres ensayos independientes y su desviaci6n estandar.
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Figura 6. Separaci6n de las proteinas del secretoma de j4. /e„ooridcus mediante electroforesis en un gel
de poliacrilamida al  12,5% en condiciones desnaturalizantes. Se aplic6 una carga de  1  Hg de proteinas del
secretoma obtenido por partici6n en tres fases.

Posteriormente, aplicando el extracto del secretoma desde el inicio a un cultivo

de 4. /e77oorz.dclus se reprodujo el efecto observado anteriormente en el laboratorio, en

donde se elimina la fase de retardo del crecimiento presente en los primeros tres dias y

se obtiene un mayor ntimero de c6lulas al inicio del crecimiento, eliminando la etapa de

retardo (Fig. 7). Esto permiti6 utilizar el extracto del secretoma como un control positivo

en los ensayos de detecci6n de un posible efecto de las proteinas del secretoma que se

realizaron po steriormente.
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Figura 7. Ensayo del efecto que posee un extracto del secretoma de .4. /eIToor!.c/cz#s sobre el crecimiento
de este microorganismo en perlas de azufre elemental. Control sin secretoma: azul; Secretoma 50 Hg/mL:
naranjo. Se muestra el promedio de tres ensayos independientes y su desviaci6n estandar.

3.2       Clonamiento y expresi6n recombinante de genes de inter6s

Al analizar los  geles bidimensionales del  secretoma (Fig.  3),  se hace notoria la

abundancia de ciertas proteinas por sobre otras.  Entre las proteinas mas abundantes  se

eligieron dos,  con el razonaniento  de que 6stas podrian ser las mas importantes  en el

desarrollo de 4. /e77.oorz.c7a#s,  y ademas se eligi6 una de entre las de menor abundancia,

que podria cumplir algiin rol facilitando el crecimiento de la bacteria durante el periodo

de cultivo.  Las proteinas  elegidas  fueron:  Afl'sts-1  (AFE_1939),  tetrationato hidrolasa

(TTH; AFE_0029) y la codificada por el gen AFE_0043.  En la figura 8  se muestra la

amplificaci6n de dichos genes realizada mediante PCR seguida de la separaci6n de los

productos obtenidos mediante electroforesis en un gel de agarosa.
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1650 pb
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Figura 8. Amplificaci6n de los genes pr/SJ, AFE_0043 y /ffJ. En cada carril del gel de agarosa al 1,50/o se
aplicaron 5 HL del producto de PCR. Las bandas de ADN amplificado se visualizaron por tinci6n con Gel
Red en diluci6n I : 10.000 (Life Sciences).  Se utilizaron 5 prL del marcador de ADN  I kb Plus (Invitrogen).

Luego de purificar los productos de PCR desde el gel de agarosa, 6stos se ligaron

en el vector PGEM-T Easy y se transform6  con ellos E.  co/;.  TOP10.  Al obtener rna

serie de clones, se realizaron ensayos de PCR de colonia con la finalidad de identificar

los clones que poseen el vector con el inserto en el sentido deseado. Tanto prfs/ como

/ffJ mostraron un  fragmento  del tamafio  esperado,  indicando una  orientaci6n correcta

(Fig.  9A).  Como  el  PCR  de  colonia  no  result6  positivo  para  el  gen  AFE_0043,  se

decidi6  realizar  cultivos  de  noche  con  los  diferentes  clones  obtenidos  y  extraer  el

plasmidio por medio de una miniprep, la cual posteriormente se digiri6 con jMde/.  Los

clones que presentaron el inserto en el sentido requerido liberaron una banda de tamafio

similar al gen,1011 pb,1uego del corte con la enzima de restricci6n (Fig. 98).
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1650 pb
1000 pb

Figura  9.  Determinaci6n de  la direccionalidad  de  los  insertos  en  el  vector PGEM-T  Easy.  A)  PCR  de
colonia para prjs/, APE_0043 y /{f7. 8) Digestion enzimatica con Nde/ para AFE_0043. Las flechas rojas
indican  los  tamafios  esperados  para  pr£S/  y  fff7  en  A)  y  para  el  fragmento  liberado  que  contiene
AFE_0043 en 8). Se utilizaron 5 uL del marcador de ADN  1 kb Plus (Invitrogen).

Se eligieron clones que posefan el inserto en el sentido deseado, y se sometieron

a digestion enzimatica. Los vectores que poseian los genes prfs/ y /Cfr se digirieron con

jx72o/ y Ps£/,  y  el  que  contenia  a  AFE_0043  con .X73oJ y EcoRI.  Simultaneamente  se

digiri6 el vector de expresi6n pTrcHis2A con dichas enzimas. Posterior a la ligaci6n de

los  fragmentos  con  los  vectores  linearizados,  se  realiz6  la  inducci6n  de  la  expresi6n

heter6loga,  y  se  analiz6  la  fracci6n  completa  del  cultivo  de  noche  para  observar  las

bandas mediante rna electroforesis en condiciones desnaturalizantes (Fig.  10).
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Figura  10.  Expresi6n  de Afpsts-I,  AFE_0043  y TTH  en E.  co/i..  Luego  de  inducir la expresi6n de  los
genes en E.  co/z.,  se solubiliz6 la fracci6n celular total en tampon de muestra.  Las proteinas se separaron
mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes. A) Gel de poliacrilamida al  15% con Afl'sts-1 y
AFE_0043. 8) Gel de poliacrilamida al 10% con TTH.  Las flechas indican las bandas correspondientes en
el peso molecular esperado. PM: Peso molecular.

Se aprecian claramente las bandas de proteinas codificadas por los genes /etfJ y

AFE_0043  en  el peso molecular esperado.  Sin embargo,  es  dificil distinguir la banda

correspondiente  a  Afl'sts-1,  debido  a  la  presencia  de  una  banda  de  un  tamafio  muy

similar en el perfil proteico de E.  co/I. con la que comigra (Fig.  10A).  La diferencia de

peso con el indicado previamente en la introducci6n para las tres proteinas da cuenta de

la escisi6n del p6ptido serial, ya que los genes fueron clonados incluyendo esta secci6n y

estaria siendo procesado por el sistema de secreci6n See de E. co/z..



26

Posterior al analisis de la fracci6n completa de E.  co/z., fue necesario corroborar

que  las proteinas  en estudio estaban presentes  de forma soluble.  Para esto  se hizo un

cultivo  de  noche  al  que  se  le  afiadi6  el  inductor  y  luego  de  cosechar  las  c61ulas  por

centrifugaci6n  estas  se  sometieron  a  sonicaci6n  para  lisarlas.  Despues,  de  separar  los

restos  celulares  por medio  de  centrifugaci6n,  el  sobrenadante  conteniendo  la fracci6n

soluble     se    analiz6    mediante    electroforesis     en    condiciones     desnaturalizantes.

Nuevamente, las proteinas TTH y la codificada por AFE  0043  fueron identificables en

la  fracci6n  soluble  por  su  tamafio  esperado.  No  obstante,  en  este  caso  no  fue posible

distinguir la proteina Afpsts-I  debido  a la presencia de  otra banda con un peso muy

similar con la que comigra (Fig.  11).

Control
Sin inserto

8)
tg'gEEEEEE

50 kDa  ife

35 kDa

25   kDa        'giv7,-.\_,alfty

i-.     -             a
Afpsts-1         AF E_0043
34,8 kDa                33,9 kDa

PM      Control  AfpstsI       TTH

jnss:nrto   34,8kDa      51kDa

Figura 11. Analisis de la presencia de proteinas recombinantes de j4. /erroor!.c/cr#s sobreexpresadas en los
extractos  solubles  libres  de  c6lulas  de  E.  co/!. sometidas  a la inducci6n de  la expresi6n.  A)  Afl'sts-1  y
AFE_0043.  a)  Afpsts-1  y  TTH.  El  rectingulo  rojo  indica  la  zona  en  la  que  Afl'sts-1  deberia  estar
presente. Las flechas indican la banda correspondiente en el peso esperado.
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3.3       Determinaci6n del efecto de las proteinas seleccionadas

Los  ensayos  funcionales  muestran  el  efecto  obtenido  de  cada  fracci6n  soluble

sobre el crecimiento de 4. /erroorz.dcrus en perlas de azufre. Se observa que los extractos

que contienen la proteina TTH o la codificada por AFE_0043 no generaron un efecto en

el crecimiento al ser comparadas con un control negativo como lo es el extracto de la

fracci6n soluble de E. co/z. cuyo vector no posee un inserto (Fig.  12).

Figura 12. Ensayo de crecimiento de .4. /eIToorj.c7cus en presencia de extractos proteicos con AFE_0043
(A) y TTH (8), a 25 Hg/mL cada uno. Control de vector sin inserto: azul; AFE_0043: verde; TTH: gris.  Se
grafic6 el promedio de tres ensayos independientes y su desviaci6n esfandar.

Sin  embargo,  el  crecimiento  observado  con  el  extracto  que  contenia  Afl'sts-1

present6 una diferencia  clara al compararlo con el control negativo,  y ademas  mostr6

gran   similitud  con  un  control  positivo  como   lo   es  el  extracto  del   secretoma  de

4. /erroorz.c7cz#s obtenido desde azufre.  El cultivo con Afl]sts-1  mantiene una densidad

celular  mayor  que   la  del  control   sin  inserto  hasta  la  fase   exponencial  tardia  de

crecimiento.  Ademas,  se  puede  vcr  que  el  control  negativo  posee  efecto  de  forma

intrinseca si se compara con un cultivo al cual no se le agrega extracto total (Fig.13).
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Figura  13. Ensayo de crecimiento  de 4. /e77ioorJ.drus en presencia de extractos proteicos del secretoma
(verde), Afl'sts-1(rojo) y el control negativo sin inserto (azul) a 25  LLg/mL cada uno. En negro se muestra
un crecimiento sin agregar proteinas como control. Se muestra el promedio de tres ensayos independientes
y su desviaci6n esfandar.

3.4       Analisis bioinformaticos

3.4.1 Alineamiento de secuencias de Afpsts-1 y Amsts-2

Afl'sts-1  es  una  proteina  de  uni6n  a  fosfato  que  forma  parte  del  sistema  de

captaci6n  de  fosfato  de  alta  afinidad  (Pst)  perteneciente  al  regul6n  P¢o  putativo  de

j4. /erroorj.c7cr77s,  y  cuya  expresi6n  sen'a  inducida  en  condiciones  limitantes  de  fosfato

(Vera  y col.,  2003).  En  el  caso  de 4. /erroorz.daus  hay dos  proteinas  Psts,  pero  este

ntimero varia segiin el microorganismo  estudiado.  Por ejemplo, E.  co/z. posee una sola

proteina anotada como Psts, y una bdsqueda de identidad de secuencia en su proteoma

no otorga otras proteinas que se le asemejen en porcentaje de identidad.

Por  otro  lado,  A4  f"berc#/asis  cuenta  con  tres  proteinas  anotadas  como  Psts

(Psts-1,  Psts-2   y  Psts-3),  que  cumplen  el  mismo  papel  que  las   identificadas  en
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E.  co/i.,  segdn estudios de identidad de secuencia y funcionalidad  (Chang y col.,  1994;

Lefevre  y  col.,  1997),  pero  en  este  caso  se  ha descrito  que  Psts-1  de A41.  fztg7e7`c#/osz.s

tambi6n actha como factor de virulencia en el proceso de colonizaci6n del hospedero,

siendo secretada al exterior de la bacteria (Espitia y col.,1992; Lefevre y col.,1997).

Con  el  prop6sito  de  indagar  en  las  caracteristicas  de  Afpsts-1  como  la  tinica

proteina de las ensayadas que otorga un efecto detectable, se realiz6 una serie de anflisis

bioinformaticos  que  permitieran  inferir  el  posible  papel  de  esta  proteina  tanto  en

.4. /erroorz.c7cr77s como en otros microorganismos.

En primer lugar, un alineamiento de la secuencia aminoacidica de Affsts-1  con

Afpsts-2 y Ecpsts permite determinar que el sitio de uni6n a fosfato de Afpsts-1  esta

conservado en relaci6n a lo descrito para Ecpsts y para Afpsts-2  (Luecke y Quiocho,

1990; Vera y col., 2003). Los aminoacidos conservados en Afl]sts-1  que pertenecerfan

al  sitio  de  uni6n  a  fosfato  son  Thrl2,   Ser41,  Asp59,  Argl39,   Serl43  y  Glyl44.

Afl'sts-1 y Ecpsts comparten un 33,6 % de identidad, y entre Affsts-1 y Afl'sts-2 6sta

es de 32,6 °/o. El porcentaje de identidad entre Afpsts-2 y Ecpsts es de 50°/o, por lo que

6sta seria la equivalente al hom6logo en E. co/J. overa y col., 2003) Gig.  14).
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Figura  14.  Alineamiento  de  Afpsts-1  y Afl'sts-2  con  Ecpsts.  Los  asteriscos  denotan  los  aminoacidos
pertenecientes  al  sitio  de  union  a  fosfato  inorginico  descrito  previamente  (Luecke  y  Quiocho,  1990)
(Rojo:  conservado  en  todas  las  proteinas;  Azul:  conservado  solo  en  Afl'sts-2;  Verde;  no  conservado).
Aferrl .. Psts-\ de A. ferrooxidans., A.ferr2.. Psts-2 de A. ferrooxidans., E.colt.. Psts de E. coli.

3.4.2 Modelamiento de la estructura de Afpsts-1

Gracias   a   la   disponibilidad   de   una   estructura   cristalogfafica   del   llamado

antigeno-b o Psts-1 de A4:  f„berc"/osis (Mtpsts-1) que ya ha sido reportada (Vyas y col.,

2003) y que se ha demostrado que se secreta a la superficie celular (Espitia y col.,  1992)

y al medio extracelular (Lefevre y col.,1997) y que posee un porcentaje de identidad de

51°/o   con   su   hom6logo   de  ,4.  /erroorJ.c7c}#s,   fue   posible   realizar  un   alineamiento

estructural de ambas proteinas a trav6s del servidor Swiss-Model (Peitsch,  1995; Amold

y  col.,  2006;  Kiefer  y  col.,  2009)  (Fig.  15).  Se  puede  notar  que  Afpsts-I  posee  una

estructura  globular  conformada  por  dos  dominios  principales,  constituida  tanto  por

h61ices-a   como   por   sabanas-P   (Fig.    15   A   y   8).   Se   observa   que   los   residuos

aminoacidicos del  sitio de union a fosfato mencionados previamente  coinciden con lo

visto  estructuralmente,  pero  seg`in  lo  reportado  en  la  estructura  cristalografica,  el
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hom61ogo de A4  fe;bercc4/osz.s posee nueve residuos que participan en la uni6n a fosfato,

los cuales esfan completamente conservados en Afl'sts-1  y mantienen el ligando en el

interior de la proteina sin acceso al exterior.

Figura  15. Modelo  estructural de Afl'sts-1  segdn el alineamiento con Mtpsts-I.  A) Estructura terciaria
coloreada segivn estructuras  secundarias (Helices-or rojo;  Sabanas-P:  amarillo;  Fosfato inorginico:  azul).
8)  Alineamiento  estmctural  entre  ambas  Psts-1  (4. /e77ioorz.c7cr#s:  azul;  M.  rzjberc"/asz.s:  rojo;  Fosfato
inorginico:  verde).  C)  Modelamiento  del  sitio  de  uhi6n  a  fosfato  de  Afpsts-1   coloreada  segiin  sus
elementos   (Nitr6geno:   azul;   Oxigeno:   rojo;   Carbono:   blanco;   F6sforo:   verde).   Los   residuos   estali
identificados  segiin  la  secuencia  de  Afl]sts-1  y  se  ham  removido  zonas  de  la  cadena  de  carbonos  para
facilitar la visualizaci6n del sitio de uni6n.

Ademas  se  realiz6  un  alineamiento  estmctural  de  Afl'sts-1   con  el  modelo

obtenido   para  Afpsts-2   desde   su  propio   alineamiento   z.#  sz./z.co   con   la   estructura

cristalografica  de  Ecpsts  (C6digo  lxIH)  y  se  alinearon  en  el  programa PyMOL.  Se
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observa que  las  estructuras  secundarias mantienen  su posici6n  sin grandes  diferencias

entre anibas proteinas, a pesar de poseer una identidad solo del 32,6°/o (Fig.  16).

Figura  16. Alineamiento estmctural de Affsts-1  (azul) con Afl'sts-2 (amarillo).  La molecula de fosfato
(roj.o) conesponde a la estructura estimada para Psts-1.

El calculo del potencial electrostatico de la superficie de Afpsts-1 expuesta a un

pH  de  2,5  muestra  el  grado  de  protonaci6n  que  tiene  la  proteina,  siendo  la  carga

electropositiva la que se encuentra con mayor unifomidad en la superficie. A pH neutro

se deja en evidencia la diferencia de carga que existe entre la zona de acceso al sitio de

uni6n  y  su  parte  posterior.  La  zona  de  acceso  tiene  un  pequefio  parche  con  carga

electronegativa,  con  pequefias  porciones  que  muestran  carga  neutra.  Al  contrario,  1a

zona posterior muestra una carga electropositiva mas distribuida (Fig.  17).
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Figura  17. Distribuci6n de  la carga en la superficie de Afl'sts-I.  A) Zona de acceso al sitio de union a
fosfato a pH 2,5.  8) Zona posterior a pH 2,5.  C) Zona de  acceso al  sitio  de union a fosfato a pH  7.  D)
Zona posterior a pH 7. A) y C) El circulo en amarillo indica la posici6n del sitio de union a fosfato, que se
encuentra en el interior de la proteina. Carga positiva: azul. Carga negativa: rojo.

3.4.3 Identificaci6n de proteinas hom6logas a Afpsts|1

Posteriormente, se realiz6 rna bdsqueda por medio de BLASTp dentro de la base

de datos disponible, con el objetivo de buscar proteinas hom6logas a Affsts-1  en otros

organismos previamente  anotados,  y para un analisis  de alineamiento de  secuencia  se

eligieron  hom61ogos  con  un  porcentaje  de  identidad  mayor  al  50%,  pero  incluyendo

Ecpsts para analizar la conservaci6n del sitio de union a fosfato. Los hom6logos es fan,

en su gran mayoria, en microorganismos acid6filos, con la excepci6n de A4 /zjberc#/osz.£.

En 6stos se observa que la conservaci6n del sitio de union a fosfato sigue la tendencia
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Figura   18.   Alineamiento   mtiltiple   de   secuencias   de   Psts   de   bacterias   diferentes.   Los   residuos
aminoacidicos presentes en el sitio de union de Mtpsts-1  se denotaron con un asterisco, y los de Ecpsts
con recfangulos rojos (conservados) y celestes (no conservados). M_D_M: drenaje acido de mina.
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tanto  de Psts-1  de j4. /e7~roorz.dcrus como de A4:  Zz!bercz//asia,  conservindose los nueve

residuos del sitio de uni6n descritos para esta tiltima, y al mismo tiempo, manteni6ndose

seis de los ocho aminoacidos del sitio de uni6n de Ecpsts, salvo el caso de Thrl0, que es

reemplazada por serina en algunas especies (Fig.  18). En la secuencia de Afpsts-2 (Fig.

14), Gly8 podria ser un residuo que esta interactuando con el fosfato dentro del sitio de

union  al  igual  de  lo  que  sucede  con  Glyl44  en Afpsts-1  (Fig.  15C),  ya que  segdn  el

alineamiento con esta tiltima, Gly8 se encuentra en la misma ubicaci6n que Serl 1  (Fig.

14 y Fig.  15C), y segtin el analisis en conjunto con Mtpsts-1 estaria formando un enlace

con  el  fosfato.  De  esta  forma,  si  se  consideran  los  analisis  de  Afpsts-2  con  sus

hom61ogos   en   A4.    J#bercz{/asz.s   y   E.    co/I.,   esta   protefna   tendria   ocho   residuos

pertenecientes al sitio de union, y Afpsts-1 tendria nueve.

3.4.4    Alineamientos de los contextos gen6micos de los hom6logos de

pstsl y psts2 de A. fierrooxidans

Con   las   especies  obtenidas  desde   la  btisqueda  en  BLASTp,   se  realiz6  un

alineamiento  de los contextos gen6micos mediante  el programa Absynte,  que permite

ordenar los resultados del alineamiento de los contextos segtin el porcentaje de identidad

de la zona adyacente al  gen usado como referencia,  centrandose en  los  genes psjsJ  y

psts2 de 4. /erroorz.dcr7?S, con el objetivo de buscar microorganismos que potencialmente

compartan  la  misma  funci6n  para  los  genes  estudiados.  En  el  analisis  del  contexto

gen6mico de prjsJ  (Fig.19) se observa para los organismos acid6filos que rio abajo se

encuentran dos genes anotados como pr/CJ ypr/C2 que cumplirian el rol de permeasas

de  fosfato  segtin  lo  anotado  en  el  genoma  disponible,  y  su  disposici6n  en  el  genoma
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muestra  que  es  posible  que  los  tres  genes  est5n  formando  un  oper6n.  En  algunos

organismos  se  aprecia  que  en  vez  de przc2  se  encuentra pst4  que tambi6n  tiene  la

funci6n  de  permeasa.  Por  otro  lado, pstis  de  E.  co/z.  se  encuentra  dentro  del  oper6n

pr¢SCJ4B-phou, algo que no ocurre para los otros organismos analizados (Figs.19). Si se

analizan  los  contextos  gen6micos  alineados  con prtis2  como  referencia  (Fig.  20),  se

encuentra una zona cuya secuencia ha sido descrita previamente como un oper6n P%o

putativo en 4. /er7`oorz.c7cr77s, que se asemeja al oper6n prfscHB-pfeo U de E. co/z. (Vera y

col., 2003) pero que incluye los genes pp#, pfeoB y pfeoj2. Estos tiltimos genes en E.  co/z.

estin  presentes  en  otras  zonas  del  genoma.  En  ambos  alineamientos  se  obtiene  un

contexto gen6mico de A4: /c!berccf/asz.s que esta centrado enprjs/, que aparece mas abajo

en  el  orden  de  porcentaje  de  identidad  dentro  de  las  especies,  lo  que  significa que  la

identidad con el  contexto  de j4. /ej'roor7.dcr77S ATCC 23270  es menor si  se toma como

referencia psts2  que  con  el  contexto  de prjsJ  07ig.  20).  En  el  contexto  gen6mico  de

S#//obczcz.//z{s  crcj.dapfez7as  se  encuentra  rfo  abajo  de ps£S  el  marco  de  lectura  abierto

TPY  2851.  Este  gen  esta  anotado  como  una  permeasa  de  aminoacidos,  y  no  posee

identidad   de   secuencia   significativa  (sobre  25°/o)   con   alguna  de   las   proteinas   de

j4. /eJ`7`oorz.dcz7?a anotadas como permeasas de fosfato.

De los organismos analizados en Absynte, todos poseen genes anotados como los

reguladores del sistema P¢o, pfroB y phojz, pero se dan casos en los que esta situaci6n

no es evidente. Por ejemplo ,4. caps#/c7/„7# no posee genes anotados como pfroB o pfeoR,

pero  por  alineamiento  de  secuencia  con  los  genes  de  4.  /er7'oorz.cJcz7?a  y  E.   co/i.  se

identifican dos genes, ACP  0935  y ACP_0936, que podrian cumplir el rol de pfroB y

pfeoR respectivamente, y por su disposici6n en el genoma aparentan formar un oper6n.
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S.  c7cz.dapfoz./Jz4S  posee  dos  proteinas  anotadas  como  Psts.  La  primera  aparece

anotada en las figuras 19 y 20. La segunda aparece anotada rio abajo de los.genes iJz.cjz y

pfroj2.   Segtin  las   caracten'sticas   que  muestra  la  base   de  datos   de   vz.cjI,   6ste  serfa

equivalente  a pfeoB,  y al  igual  que  en  el  caso  anterior,  estarian  formando  un  oper6n

phoBR.



4. DISCUSI0N

4.1       0btenci6n de las proteinas del secretoma

El  presente  Seminario  de  Titulo  se  realiz6  bajo  el  marco  del  estudio  de  las

proteinas del secretoma de la cepa ATCC 23270 de 4. /erroorz.c7cz72s. La obtenci6n de un

extracto de las proteinas extracelulares se llev6 a cabo segdn lo descrito anteriormente

en nuestro laboratorio (Pagliai, 2007).

En dicha ocasi6n se estudiaron diferentes m6todos para la obtenci6n de proteinas

del  secretoma  de  j4.  /erroorz.cJc}7zS,  considerando  factores  importantes  que  se  hacen

presentes con  las caracteristicas  fisiol6gicas  del microorganismo, tal  como  son  la baja

densidad   celular  que   alcanza  en   su   fase   estacionaria,   de   aproximadamente  2.108

c6lulas/mL;   el   grado   de   acidez   que   posee   el   medio   extracelular   en   el   cual   se

desenvuelve,  con  un  pH  menor  a  2,5;  y  la baja  concentraci6n  de  proteinas  que  son

secretadas, aproximadamente 1,4 mg/L.

A pesar de existir mtiltiples m6todos de precipitaci6n de proteinas, son pocos los

que permiten realizar un analisis de funcionalidad posterior a su obtenci6n. Junto con el

m6todo  TPP  utilizado  en  la  presente  investigaci6n,   se  estudiaron  previamente  los

m6todos  de  precipitaci6n  con  acido  tricloroac6tico  (TCA)  y  con  soluci6n  rojo  de

pirogalol-molibdato-metanol  ORMM),  cuyos  resultados  fueron  incompatibles  con  el

objetivo  de  seguir un  estudio  funcional  de  las  proteinas  debido  a  que  el  producto  es

obtenido de forma desnaturalizada, o el rendimiento es demasiado bajo (Pagliai, 2007).

El m6todo TPP a pesar de que no consigue un alto rendimiento de extracci6n, pemite

40
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obtener proteinas en estado nativo, y recientemente se ha reportado que este m6todo no

afecta mayormente  la estructura secundaria de  las proteinas tratadas  Gather y Gupta,

2013), a pesar de que se podria considerar agresivo al tener factores como la saturaci6n

con  sulfato  de  amonio,  cosmotropfa,  aumento  de  la  tensi6n  superficial,  exclusi6n  y

compactaci6n, y en donde la fracci6n de proteinas es precipitada en la interfase generada

entre   la   fracci6n   acuosa  y   la   fase   organica.   Junto   con   su   simpleza,   supone   un

procedimiento mas conveniente si se compara con otros m6todos mas utilizados.

Al    agregar   un    concentrado    del    secretoma    obtenido    a    un    cultivo    de

4. /erroorz.dcr#s crecido en azufre, se logr6 reproducir el efecto observado previamente

en el laboratorio, en donde la fase de retardo que es caracterfstica de los primeros dias

del  crecimiento  celular en microorganismos  se elimina,  ya que desde el  primer dia de

monitoreo  se  cuenta  una  densidad  celular  mayor  al  in6culo  inicial  (Jerez  y  Pagliai,

2009).  Este resultado  sugiere que  las proteinas  del  secretoma estin  involucradas  en el

proceso  de  crecimiento  del  cultivo,  en  donde  podrian  cumplir  un  papel  metab6lico,

facilitar la adherencia sobre el sustrato, favorecer la formaci6n de una biopelicula o por

la captaci6n de nutrientes en el sobrenadante del cultivo. La secuenciaci6n de algunos de

los  componentes  del  secretoma realizada previamente  (Jerez y Pagliai,  2009)  muestra

que 6ste est5 compuesto por proteinas que cumplen un variado espectro funcional como

transporte de sustratos, rutas metab6licas, estructurales, etc. Sin embargo, al analizar un

gel  bidimensional  en  condiciones  desnaturalizantes  (Fig.  3),  la  presencia  de  algunas

proteinas destaca sobre otras, insinuando que su funci6n en el secretoma pudiese ser mas

importante  para  el  crecimiento  del  cultivo.  Con  este  criterio,  se  eligieron  tres  de  las

proteinas mss representativas del sobrenadante de cultivo con el prop6sito de estudiarlas
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de  forma  individual  en  ensayos  funcionales.  Estas  proteinas  son  Afpsts-1,  TTH  y

AFE  0043.

4.2       Clonamiento y expresi6n recombinante de genes de inter6s

La amplificaci6n de los genes se realiz6 de forma de amplificar el gen completo,

incluyendo el p5ptido sefial y el cod6n de t6rmino de la transcripci6n y asf sobreexpresar

la proteina completa,  evitando  la fusi6n  con  el  marcaje  de  polihistidina que  el  vector

pTrcHis2A  codifica  en  el  extremo  C-terminal  para  evitar  posibles  interferencias  del

epftope al momento de detectar un posible efecto del extracto sobre el crecimiento. La

inducci6n  de  la  expresi6n  de   las  proteinas  entreg6   los  resultados  esperados  para

APE_0043 y TTH, en donde se visualizaron las bandas de proteinas en el peso estimado

segtin su secuencia en los geles de poliacrilamida posterior al procesamiento del p6ptido

serial  por parte  de  la maquinaria de  secreci6n  del  sistema  Sec  de E.  co/z.,  tanto  de  la

fracci6n total  como  de  la  fracci6n  soluble  del  cultivo  de  inducci6n.  Para Afpsts-1  el

caso no es el mismo, ya que dificilmente se distingue la banda de la proteina al existir

una proteina de E.  co/z. con un peso  similar a Afpsts-1.  Sin  embargo,  el  extracto total

que contiene Afpsts-1  es el tinico que mostr6 un efecto en los ensayos para detectar un

posible efecto de las proteinas individuales.

4.3       Determinaci6n del efecto de las proteinas seleccionadas

Los ensayos realizados muestran que entre las tres proteinas escogidas desde el

secretoma,   s6lo   Afpsts-1   present6   un   efecto   en   el   crecimiento   de   los   cultivos,

eliminando la etapa de retraso que se da al comienzo del crecimiento bacteriano. En este
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caso, se debe considerar la fase de retraso del cultivo al cual se le agreg6 el extracto total

libre  de  c6lulas  cuyo  vector  de  expresi6n  no  contenia  inserto  y  que  se  utiliza  como

control negativo, ya que se observa que este extracto tiene un efecto en el crecimiento al

compararlo con un cultivo al que no se le agreg6 un extracto. Es posible que esto se deba

a  que  dicho  extracto  de  E.   co/z.  posee  restos  orginicos  como  ADN,  metabolitos  y

proteinas, que potencialmente resulten en una facilitaci6n de la adherencia a las perlas

de  azufre  o  sean  absorbidos  por j4. /erroorz.c7crus,  1o  que  haria  que  las  bacterias  del

cultivo  dedicasen  su  energfa  a  otros  procesos  metab6licos  como  sintesis  de  acidos

nucleicos, enzimas y proteinas estructurales, permitiendo acortar la fase de retraso a un

dia.  En condiciones normales de cultivo  en  donde existe un  exceso  de  fosfato  (sobre

1  mM), Ecpsts  es detectable en fracciones periplasmaticas  (Willsky y Malamy,  1976),

aunque   estos   niveles   de   expresi6n   llegarfan   solo   al   2°/o   del   maximo   posible   en

condiciones  de  carencia  de  fosfato  (Garen  y  Otsuji,  1964).  La presencia de  pequefias

cantidades de Ecpsts en los extractos utilizados podria ser una de las causas por las que

el control negativo ejerce un efecto sobre el crecimiento de 4. /er7`oorj.c7c777s.

Se observ6 que Afpsts-1 elimin6 1a etapa de retraso del crecimiento, en la que el

cultivo se desarroll6 a la par con el control positivo de las proteinas del secretoma a una

misma concentraci6n de 25 pug/mL de cultivo y el conteo celular se mantuvo por sobre el

control  del  vector  sin  inserto  durante  la mayor parte  del  transcurso  del  ensayo.  Este

resultado sugiere que Affsts-1 podrfa cumplir un papel temprano en el desarrollo de la

biopelicula sobre las perlas de azufre,  donde posiblemente facilita la adherencia de las

bacterias  sobre  el  sustrato  s6lido  o  ejerce  su  funci6n  como  captador  de  fosfato.  Sin

embargo,  no  podemos  atribuirle  la  totalidad  del  efecto  a  Afpsts-1  ya  que,  como  se
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discuti6  previamente,  el.  control  con  el  vector  sin  inserto  tambi6n  posee  un  efecto

intrinseco  sobre el crecimiento. Previamente se ham publicado estudios que dan cuenta

de cambios en el proteoma y en  la flsonomfa de .4. /e7`roorz.c7cz7rs cuando  se cultiva en

carencia  de  fosfato  (Seeger  y  Jerez,   1992;  Seeger  y  Jerez,   1993)  y  ademas  se  ha

reportado que j4. /erroorj.c7c7#s sobreexpresa ambas Psts en carencia de fosfato, (Vera y

col.,  2003,  Vera,  2006)  y  estin  presentes  en  el  periplasma  debido  a  que  poseen  un

p5ptido sefial del sistema Sec (Chi y col., 2007).  Coincidentemente, ,4. /e7`j'oorz.dcz#s se

adhiere  mss rapidamente al  sustrato  cuando  es  cultivado  en  condiciones  limitantes  de

fosfato (Amaro y col.,  1993), sugiriendo que puede existir una relaci6n entre la Afl'sts-1

extracelular y la adherencia al sustrato. Es posible que Afl'sts-2 tambi6n tenga un rol en

la adherencia al azufre, pero esta proteina no se encontr6 entre las que se eligieron para

su identificaci6n desde los geles bidimensionales del secretoma, por lo que no podemos

asegurar la ausencia de esta proteina ;n el sobrenadante de cultivo de j4. /er7`oor;.dc7#s'.

Se ha demostrado que la carencia de fosfato en ,4. /e7`roo#.dcr#s induce la expresi6n del

sistema de quorum sensing (QS) de tipo AI-1 can6nico y funcional, a trav6s del aumento

de  la  transcripci6n  de  cz/eJ,  y  por  lo  tanto,  los  niveles  de  acil-homoserinas  lactonas

(AHL) (Farah y col., 2005). Adem5s, al afiadir AIIL de cadena larga a cultivos en azufre

y pirita se incrementa la adherencia de ,4. /e7'rorz.c7cr77s al sustrato s6Iido (Gonzalez y col.,

2012).  Es  posible  que  este  sistema  acttie  de  forma  similar  a  lo  descubierto  en  P.

cze7`#gr.77asc7, donde el regulador transcripcional PhoB induce la expresi6n del sistema de

QS en carencia de fosfato afectando su motilidad a3lush-Kadosh y col., 2013).

Existen numerosos reportes relacionando la carencia de fosfato en el medio y la

sobreexpresi6n de proteinas del sistema Pst en otros organismos,  las que resultan estar
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involucradas en la adherencia durante el proceso de formaci6n de biopeliculas mientras

ocurre  la  infecci6n  del  hospedero,  cuyas  Psts  o  proteinas  de  anotaci6n  similar estin

expuestas en la Tabla 3.

Tabla  3.  Presencia  de  Psts  en  las  diferentes  bacterias  identificadas  en  las  bdsquedas  de  identidad  de
secuencia en la base de datos del NCBI.

Proteinas           Proteinas con
Especie                     anotadas como          anotaci6n                                     Acceso

Psts                    simi|a rb

i4. /e„oorj.cJcus 23270                      2                                                     Y.P_002426348.1 ; YP_002425864.1

j4. /err;.voro/?S SS3                                                              2                    YP_004783769.1 ; YP_004783991. I

4. cczJdz4s SM-I                              2                                                        YP_004748729.1 ; YP_004749082.1

.4. caps#/czf„" 51196                        2                                                       YP_002755580.1; YP_002755968.1

4. "„//i.vor„m                                                                  1                                      YP  004284388.1

z{. cryp!%" JF-5                                                                  1                                       ¥p  ooi235o35.1

Acidocella sp.                              -                                1                                    WP_008494697.1

A. acidocaldarius Tc41                    -                               1                                    YP  005518445.1

S. ocz.dapAz./#S Tpy                          1                                  1                         ¥p_Oo472o748.1 ; AE]4 ioo5. I

A4 f#berc#;Oris H3 7Rv                    3                                                              I pc3¥S; r7p7-716781?69. 1 ;

E. co/7. K-12                                    1                                                                                     NP  418184.1

P. oermg7.#aso PAO 1                        1                               2b                        NP-25495H6;13;6¥a.2L5bl23 8.1

B. subtillis 168                               1                                  -                                          NP  390378.1

P.  "7.rcrz}j./I.a H14320                                                                  I                                         YP  002152594.1

S. "zf/cr#s UA159                                                                1                                          NP  721524.I
a Se inclnyeron proteinas

de union de fosfialo. b Proteinas hipoteticas.
cuya anotaci6n no las identifica directamente como Psts, pero si como proteina

En  la  principal  bacteria  culpable  de  la  caries  dental,  Sfrep/ococcc/a  7%zf/c77?S,  un

sistema Pst  intervenido  al  introducir una  inserci6n  en  el  gen prfs presenta un  menor

crecimiento y resulta en una menor capacidad para formar biopelfculas, especificamente

sobre una superficie abi6tica con el objetivo de simular el esmalte dental, en condiciones

de abundancia de fosfato inorginico a,uz y col., 2012).
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EL hom6hogo  de pstsl  en Pseudomonas  aeruginosa y  en Pseudomonas putida

forma parte de una serie  de  genes  que se ham asociado al proceso  de  adherencia a las

c5lulas epiteliales del sistema gastrointestinal. En estos casos, una baja concentraci6n de

fosfato en el medio induce la formaci6n de ap5ndices extracelulares independientes del

pili,  que  estan  compuestos  por Psts  y  otras  macromol6culas,  siendo  esenciales  en  la

adherencia a las c6lulas epiteliales y su posterior disrupci6n, y ademas estaria asociado

al  sistema  altemativo  de  secreci6n  de  Tipo  11 Hxc,  tambien  inducible  en  carencia  de

fosfato  (Zaborina  y  col.,  2008;  Duque  y  col.,  2013).  De  forma  interesante,  Psts  de

P. crerzfgz.7zascz posee un porcentaje de identidad demasiado bajo con Afpsts-1 para poder

realizar un alineamiento de secuencia, y con Affsts-2 tiene un 30% de identidad, pero

6sta es cubriendo la mitad de la secuencia de Afpsts-2. Esto se repite con Ecpsts, donde

la  identidad  es  atin  menor,  llegando  al  220/o  con  el  hom61ogo  de  P.  c}erz/gz.7?ascz,  pero

cubriendo  el  230/o  de  la  secuencia de  la proteina de E.  co/z..  Realizando btisquedas  de

secuencias en la base de datos con Psts de P.  cJeJ.#gJ.7?asc},  se encuentran dos proteinas

hipot6ticas similares que ham sido anotadas en la Tabla 3.

El  hom6logo  Psts-1  de j`4/;cobcrcfeJ.z.#7?  bow.s se  encuentra presente tanto  en  el

sobrenadante  de  cultivo  como  en  la  superficie  celular  en  condiciones  limitantes  de

fosfato (Lefevre y col.,  1997) e inclusive en condiciones normales de cultivo Ovlattow y

col., 2003) y la disrupci6n del gen provoca una baja en la virulencia de A41.  f#Z}erc#/asz.s

¢eirs y col., 2005).

En Pro/ear fflz.rcrbz./i.a,  un pat6geno  del tracto  urinario  de  los  seres humanos,  el

sistema de transporte Pst es considerado un factor de virulencia (Jacobsen y col., 2008) y

disrupciones en sus genes, especfficamente prtis y pst4 resultan en que dichos mutantes



47

vean  atenuada  su  capacidad  de  formaci6n  de  biopelfculas,  proceso  esencial  en  la

infecci6n, siendo mas critica la mutaci6n en prtis (O'May y col., 2009).

En el caso de Bczcz.//c4s s#bfz./is, Psts se encuentra sobreexpresada en condiciones

limitantes   de   fosfato,   encontrindose   tanto   en   el   citoplasma   como   en   el   medio

extracelular (Antelmann y col., 2000; Tjalsma y col., 2004).

Un   caso   de   estudio   indica   que   Psts   no   necesariamente   esta   involucrada

directamente en la adherencia de E. co/z., especfficamente de cepas enteropatog6nicas, en

donde  se  ha  demostrado  la  implicancia  del  oper6n  Pst  en  la  adherencia  a  c6lulas

epiteliales  del  sistema  gastrointestinal.  Aqui,  cepas  mutantes  polares  y  no  polares  de

prtis,  mostraron  diferentes  grados  de  adherencia  en  los  sistemas  de  estudio,  siendo  el

mutante  no  polar,   que  presenta  un  sistema  Pho  en  expresi6n  constitutiva,  el  que

mantenfa   los   niveles   de   adherencia   a   niveles   normales,   indicando   que   en   este

microorganismo  la  uni6n  a  las  c6lulas  epiteliales  depende  de  genes  que  se  inducen

gracias a la actividad del sistema Pst-Pho en condiciones limitantes de fosfato Gerreira y

Spira, 2008; Cheng y col., 2009).

AFE_0043 y TTH no mostraron un efecto en la etapa de retardo del crecimiento

al  ser  comparadas  con  el  control.  Esto  puede  ser  debido  a  que  no  cumplen  un  rol

relevante  en  el  crecimiento  temprano  sobre  las  perlas  de  azufre  o  el  desarrollo  de  la

biopelicula necesaria, a pesar de ser las proteinas en mayor proporci6n en el secretoma

obtenido por la partici6n en tres fases.

Al ser AFE_0043  una proteina hipot6tica, no existe'n estudios especificos de su

caracterizaci6n.  Se realiz6 una btisqueda por medio  de BLASTp  dentro  de la base de

datos disponible, y se identiflc6 la proteina putativa de union a sulfato periplasmatico de
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f4. /er7ioorz.dcz7?a ATCC  53993  con un  porcentaje  de  identidad  del  1000/o.  Previamente

AFE_0043   habia   sido   anotado   putativamente   como   77gocz4J,   determinindose   su

sobreexpresi6n en cultivos con azufre o tiosulfato como sustrato al ser contrastados con

cultivos  en hierro  (Ramirez y col.,  2004; Acosta y col.,  2005). Esta es  la proteina mas

abundante detectada en  el  medio  extracelular,  sin  embargo  en  la literatura no  existen

estudios que den cuenta de este fen6meno en ,4. /er7ioorj.c7cr77s o en otros organismos. Si

el rol de AFE_0043  es efectivamente la captaci6n de sulfato en el medio extracelular,

esta funci6n podria verse opacada por el material intracelular proveniente de E.  co/z. que

podria tener la cantidad  de  sulfato  suficiente para que  la presencia de AFE  0043  sea

irrelevante.  Otras  altemativas  que  expliquen por qu6  la proteina no  genera un  efecto

detectable  pueden  ser  que  su  plegamiento  sea  incorrecto  durante  la  inducci6n  de  la

expresi6n en E.  co/J.,  o que no cumpla un rol en la etapa de retardo del crecimiento de

A. ferrooxidans.

Previamente, Kanao y colaboradores (2010)  estudiaron el plegamiento de TTII

expresada de forma recombinante con su estructura primaria madura,  obtenida a partir

de cuexpos de inclusi6n desde E. co/I., en donde se determin6 que en estas condiciones es

necesario un pH acido para obtener un plegamiento  correcto de la proteina z7? vz.fro,  lo

que se condice con la acidez presente en el periplasma y el exterior de .4. /erroorz.dc}#S.

Por lo tanto, mos indica que a pesar de haber obtenido la proteina en el extracto soluble

libre de c5lulas, es posible que su conformaci6n estructural no sea la necesaria para tener

actividad enzimatica, y por ende, un efecto sobre el crecimiento. A pesar de lo anterior,

en este trabajo ITH se expres6 de forma completa, por lo que su p5ptido sefial podrfa

provocar  que  la  proteina  sea  exportada  al  periplasma  y  sea  plegada  por  medio  del
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sistema See de E.  co/z., pero llegando a una conformaci6n inactiva. Se ha determinado la

presencia de TTH periplasmatica y extracelular en ,4. /erroorz.c7cz7?a cuando se desarrollan

cultivos en tiosulfato,  pirita o azufre (Chi y col.,  2007; Jerez y Paglial, 2009;  Beard y

col., 2011), en donde estaria participando en el metabolismo extracelular de compuestos

sulfurados inorginicos reducidos y describi6ndose su actividad tanto en el interior como

en exterior de la c6lula (Beard y col.,  2011). En presencia de 02, Fe3+ y pH acido,  se

genera  acumulaci6n  de  tetrationato  (Druschel  y  col.,  2003),  por  lo  que  la  bacteria

sulfooxidante deberfa ser capaz de metabolizarlo por medio de TTH.

4.4       Analisis bioinformaticos

Siguiendo lo reportado previamente (Vera y col., 2003) un alineamiento entre las

proteinas   Ecpsts,   Afl'sts-1   y   Afpsts-2   muestra   que   los   residuos   aminoacidicos

involucrados  en  la  union  a  fosfato  inorganico  de  Afpsts-1  se  ven  conservados  con

respecto a Ecpsts, excepto por los residuos Phel 1  y Thrl41, al contrario de Afpsts-2,

que no conserva s6lo un residuo, Phel 1. Sin embargo, Afl'sts-2 posee el residuo Gly8

que comparte la misma ubicaci6n que Serl 1 en Afpsts-1 y ademas conserva Thrl41 del

hom6logo de E.  co/i.,  lo que en conjunto significaria que posee ocho residuos en su sitio

de uni6n a fosfato. Asi, Afpsts-1 tendrfa nueve residuos interactuando con el fosfato, y

Afpsts-2 tendria ocho. Esto podria signiflcar que Afpsts-2 posee una menor afinidad

por el fosfato. Adem5s, el porcentaje de identidad entre Afpsts-1 y Ecpsts es menor a la

reportada con Afl'sts-2.  Segtin los porcentajes de identidad calculados, Affsts-2 es el

equivalente a Psts de E. co/i. y ademas ambas estarfan presentes en un oper6n P¢o.
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La disponibilidad de una estructura cristalogrdfica de Psts-1  de A4:  /2£berc#/asz.s

permiti6 estimar la conformaci6n tridimensional por un m6todo z77 sj./z.co del hom6logo

de j4. /er7ioorz.cJcr77s. La completa conservaci6n de los residuos del sitio de uni6n resulta

interesante  ya  que  esta  compuesto  por  una  serie  de  cadenas  laterales  que  forman  un

bolsillo   altamente   electropositivo,   que   se   mantienen   en   la  misma   disposici6n   en

.4.  /e77oorz.c7cz7zs  y   estarian   formando   los  trece   puentes   de  hidr6geno   descritos   en

A41.  faiberc"/asz.s (Vyas y col., 2003). Al alinear los modelos obtenidos para Afpsts-1  y

Afpsts-2  se  observa  c6mo  la posici6n  de  las  estructuras  secundarias  se  mantiene  de

forma  similar  en  ambas  proteinas,  conservando  la  estructura  terciaria  sin  que  6stas

tengan una alta identidad de secuencia (32,6°/o) y conservando su funci6n de captar el

fosfato circundante. Como ambos modelos son hechos i.7z sz./z.co, no es posible asegurar la

fidelidad de la alineaci6n de dos estructuras te6ricas.

La  alta  acidez  del  medio  en  el  que  se  encuentra  Afl]sts-1  hace  que  6sta  est6

altamente protonada, pero sin llegar a un punto en el que su carga neta sea neutral, ya

que su pl te6rico es de 9,26. Esta alta protonaci6n resulta en una carga electropositiva

distribuida en toda la superficie proteica. Se podria razonar que una superficie cargada

positivamente facilitaria la union a un ani6n como  lo es H2P04l, sin embargo, estudios

hechos sobre Ecpsts  demuestran que esto no necesariamente es verdad,  debido  a que

ensayos de afinidad hechos a pH basico  (8  a 9,3) muestran que  la proteina tiene una

afinidad de un orden de magnitud diez veces mayor que a pH 4,5  (Ledvina y col.,  1996;

Yao y col.,1996).

Al realizar el calculo a un pH neutro se puede observar que las cargas positivas y

negativas  sobre  la  superficie  se  presentan  casi  de  manera  uniforme,  exceptuando  un
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parche  de  carga  electronegativa  en  las  proximidades  del  sitio  de  uni6n,  que  ademas

posiblemente  le permita al transportador de  fosfato  asociarse  a las  permeasas  PstA  o

PstB   presentes   en   la   membrana   intema,   como   se   espera   para   su   hom6logo   en

M. tuberculosis (Vyas y cot., 2.003).

Es  probable  que  al  igual  que  en  A4:  /#berc"/asz.a  Psts-1  cumple  un  rol  como

factor de virulencia, se pueda establecer como un evento paralelo en ,4. /e7`roorz.dcr77s la

uni6n al sustrato,  aunque, no se ha demostrado que Psts-1  en A4:  fz/be7`c#/orz.s participe

directamente en la adherencia a las c61ulas epiteliales del aparato respiratorio, pero hay

datos que sugieren que dicho ambiente es limitante en fosfato inorginico @ifat y col.,

2009).

El alineamiento con  la base de datos disponible permiti6  identificar hom61ogos

de Affsts-1  que compartieran una alta identidad con  la proteina de estudio. De modo

interesante,   la  gran  mayoria  de  los  hom6logos  comparten   la  caracterfstica  de  ser

acid6filos (exceptuando el caso de A4:  Jc!Z}erc#/asis), sugiriendo que las adaptaciones de

la proteina  al  medio  se  mantienen  de  forma transversal  en  las  especies  identificadas,

junto   con   que    los   nueve   residuos   descritos   en   A4.    f#berc"/asz.a   se   presentan

completamente   conservados   para  estas   especies.   Este   resultado   sugiere   que   estos

microorganismos acid6filos podrfan utilizar un mecanismo de uni6n al sustrato similar al

de A. f erroouidans.

Utilizando como referencia las especies encontradas en la btisqueda de la base de

datos  para  Psts-1,   se  realiz6  un  alineamiento  de  los  contextos  gen6micos  con  la

finalidad   de   identificar   los   genes   que   estin   en   las   proximidades   de  prtis/   en

j4. /erroorz.dcr77s y estudiar la posibilidad de que 6stos esten relacionados transcripcional
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o funcionalmente. Rio abajo de prds/ se encuentran pr/CJ y przc2, que en la literatura

estan  anotadas  como  permeasas  de  fosfato  inorganico  y  que  serian  los  genes  cuyos

productos  se  encarguen  de  realizar  el  transporte  de  fosfato  a trav6s  de  la membrana

intema.  prdsJC/C2   seria   una   duplicaci6n   truncada   del   oper6n  prti$2C24B-pfrou

can6nico ubicado  en  otra zona del genoma (Vera,  2006).  En  otros organismos, pr/C2

esta reemplazado por pr£4  que tambi6n esta anotada como permeasa. Esto permite ver

que los organismos acid6filos que se hallaron por medio de BLASTp podrian compartir

la  caracterfstica  de  poseer  un  oper6n  putativo pr£SC/C2  o prtisc4,  que  tal  vez  est5

involucrado en la adherencia al sustrato como los resultados en ,4. /e7`roorj.c7cr;qs sugieren.

El alineamiento, usando como referencia el gen cr/pr&S2 en los mismos microorganismos,

muestra  que  el  gen pstis de  E.  co/z.,  dentro  de  su  oper6n pfeo,  tiene  un  porcentaje  de

identidad mayor con  el  contexto  gen6mico  de  cz/pr£S2  comparado  con  el  contexto  de

crfustis/, por lo que se sitha mas arriba en la lista de genomas. Previamente (Vera, 2006)

se estudi6 la inducci6n de los genes del regul6n Pfeo en situaci6n de carencia de fosfato

en  un  medio  con  tiosulfato  como  sustrato,  a  trav6s  de  macroarreglos  de  ADN.  Se

encontr6 que los genes pr/C2, pr£4 pstsJ, pfaou, p¢oB presentan niveles de transcrito

mayores de tres veces en la condici6n de carencia de fosfato,  en donde los niveles de

transcrito  de  pr¢SJ   son   los  que  muestran  mayor  inducci6n.  Cuando  se  realizaron

experimentos  en  un  medio  sin  fosfato,  los  genes prtis/,  pst$2,  pr/C/,  prfc2  y pst4

presentaron  un  aumento  de  la transcripci6n  de  mas  de  tres  veces  comparada  con  la

presencia de fosfato. Nuevamente, prtisJ  fue el gen que present6 el mayor aumento en

sus niveles de transcrito. Junto con estos resultados, se realiz6 un PCR en tiempo real

para  analizar el  nivel  de  expresi6n  de prtisJ  y pr£$2  en  medios  con  tiosulfato  o  i6n
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ferroso  como  sustrato,  encontrindose  nuevamente  con  altos  niveles  de  inducci6n  de

pstsJ por sobre los de prtis2. Esto llev6 a la conclusion de que el aumento de los niveles

de   transcrito   de  prtisJ   es   independiente   de   la   fuente   de   energia   utilizada   por

4. /er7`oorj.dcz7zs cuando 6sta se enfrenta a una carencia de fosfato. Cabe destacar que la

notaci6n utilizada en este trabajo es la que se encuentra actualmente en la base de datos

del NCBI, y no la utilizada previamente (Vera y col., 2003; Vera, 2006).

Con  estos  alineamientos  se  identiflcan  genes  putativos  que  podrian  ser  los

sistemas de transporte de fosfato cuando 6ste se encuentra en bajas concentraciones en el

medio,    conservandose    en    organismos    acid6filos    y   neutr6filos,    y    que    ademas

posiblemente  est5n  involucrados  en  la  adherencia a superficies  de  forma similar a los

microorganismos    mencionados    previamente.    Muchos    de    los    microorganismos

identificados  con  proteinas  Psts,  tales  como ,4. /er7`z.vorcz7zs, 4.  ccr/d#s, .4.  ccrpsz//czJ#77c,

4.  cryp/#7#,  14.  ""//z.vor#ffl  y  S.  czcz.c7apfez./zfs  se  ham  encontrado  en  drenajes  acidos  de

mina o  son capaces de  participar en procesos  de biolixiviaci6n  a3scobar y col.,  2013;

Dopson  y  Lindstr6m,   1999;  Garcia-Moyano  y  col.,  2007;  Kishimoto  y  col.,   1991;

Liljeqvist y col., 2012; Wakao y col.,1994).



5. CONCLUSIONES

1.     La  proteina  Affsts-1,  que  forma  parte  del  secretoma  de  j4. /er7'oorz.c7cz#s  ATCC

23270,  al  ser  agregada  a  cultivos  iniciales  de  dicha  bacteria  creciendo  en  azufre

elemental, acorta la etapa de retardo al inicio del crecimiento. Esto se condice con lo

descrito  previamente  para  esta  bacteria  y  para  P.   crer#gr77ascr,   sugiriendo  que

Affsts-1 podria actuar como intermediario entre la bacteria y su sustrato.

2.     TTH  y  AFE  0043   no  tuvieron  un  efecto  detectable  en  el  modelo  de  estudio

utilizado.

3.    Las estructuras terciarias de Afpsts-1 y Afpsts-2 son altamente conservadas con las

de su hom6logo de A4: /"Oe7`czi/asia. El sitio de uni6n a fosfato de Afpsts-1 tambi5n

presenta    alta    identidad    con    el    de    otras    proteinas    Psts    hom6logas    de

microorganismos acid6filos.

4.     Otras  especies  acid6filas  que  se  ham  encontrado  en  procesos  de  biolixiviaci6n  de

minerales  sulfurados,  tambi5n  poseen  proteinas  ort6logas  a  Psts-1  con  contextos

gen6micos semejantes, por lo que esta proteina podrfa cumplir una funci6n similar

en todos estos microorganismos que viven en ambientes parecidos.

5.     Como proyecci6n de estos estudios sera importante el estudio  futuro del efecto de

Psts-1   en  j4.  /erroorj.dcz#s  crecido   sobre  minerales  para  establecer  su  posible

aplicaci6n en biominerfa.
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