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RESUMEN

La mineria es el pilar principal de la economia chilena ya que, segflin las
estadisticas del Ministerio de Minerfa, al afio 2013 el cobre y sus derivados
representaba el 57% de las exportaciones nacionales. Debido a esto, se han hecho
grandes esfuerzos por desarrollar sistemas que permitan un procesamiento eficaz y de
bajo costo de los minerales en bruto en el &mbito de la mineria del cobre. Uno de los
sistemas desarrollados es la utilizacién de un consorcio bacteriano que es capaz de
solubilizar el cobre presente en los minerales extraidos mediante el proceso conocido
como biolixiviacién. Una de las bacterias presentes en el consorcio bacteriano es
Acidithiobacillus ferrooxidans, microorganismo que ha sido estudiado con el objetivo
de comprender el rol que juega en la biolixiviacién para poder potenciar su
participacion en ésta y asi lograr que el proceso tenga nuevos niveles de eficacia.
Previamente, se describié en nuestro laboratorio que un extracto del secretoma
obtenido de un cultivo de 4. ferrooxidans 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 fenémeno. Para ello se
seleccionaron proteinas individuales y especificas del secretoma de A. ferrooxidans
para clonarlas y expresarlas en Escherichia coli. Estos extractos libres de células con
proteinas de 4. ferrooxidans se utilizaron para analizar su efecto sobre el crecimiento

de A. ferrooxidans. Se encontr6 que la proteina del secretoma PstS-1 generd un efecto
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sobre el crecimiento similar al obtenido con el secretoma completo. Esta proteina
posiblemente forma parte del regulon Pho implicado en la captacién de fosfato
inorganico, como en otros organismos acidéfilos y neutrofilos. Posee una estructura
globular similar a su homélogo de Mycobacterium tuberculosis con la que comparte
una alta identidad, sobretodo en el sitio de unién a fosfato que estd conservado. A
firturo serd interesante realizar experimentos para lograr establecer el efecto de PstS-1
en el crecimiento de 4. ferrooxidans en minerales sulfurados de cobre como la

calcopirita, y la posibilidad de un desarrollo aplicable en la biomineria.
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ABSTRACT

The mining industry represents the most important income for the Chilean
economy, with copper and its derivates accounting for 57% 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 Acidithiobacillus
Jerrooxidans, 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 A.
ferrooxidans 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 4.
Jerrooxidans were selected to clone and express them in Escherichia coli. These cell-
free extracts containing the overexpressed proteins were used to analyze its effect on
the growth of A. ferrooxidams. 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
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to its homologous of Mycobacterium tuberculosis 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 A.

Jerrooxidans in sulphide minerals like chalcopyrite and the possibility to develop an

application to biomining.
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1. INTRODUCCION

La mineria es el mayor pilar econdémico del pafs, en donde las exportaciones de
cobre han sido la principal fuente de ingresos nacionales durante las tiltimas décadas. Se
calcula que para el afio 2013, Chile tendra una produccion de 5,53 millones de toneladas
métricas de cobre mina, representando un aumento de 98.000 toneladas métricas
respecto al afio 2012, y para 2014 se prevé un volumen de 5,69 millones de toneladas
métricas de cobre mina, lo que se traduce en un crecimiento de 2,9% respecto a lo
estimado para el presente afio (COCHILCO, 2013a). Este incremento de la produccién
se asocia a la gran inversién tanto privada como ptiblica, estimada en cerca de
US$ 55.000 millones para el perfodo comprendido entre los afios 2013 y 2017, la cual va
acompafiada de desarrollo cientifico que se traduce en la aplicacién de nuevas
tecnologias que irdn en beneficio de una produccién mis 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 bruto mediante el proceso de pirometalurgia, procedimiento que funciona a
base de la utilizacién del calor y que ademds requiere altos niveles de metales en los
minerales, por lo que su utilizacién con minerales de baja ley resulta no rentable.

Debido a esto, surge la necesidad de desarrollar nuevas metodologias que apoyen
el desarrollo de la industria cuprifera, otorgando mayor eficiencia e inocuidad al medio
ambiente. De estas necesidades nace la biolixiviacién, en donde se convierten los

minerales insolubles, como un sulfuro metélico a su forma soluble: el sulfato metdlico, e




involucra agentes biol6gicos como intermediarios para la solubilizacién del cobre
(Rawlings, 2002), el cual se recupera mediante una electro obtencion eficiente a partir de
minerales de cobre de baja ley (Jerez, 2011; 2013).

En la actualidad los procesos de biomineria involucran la oxidacién de metales
pesados presentes en sulfuros metalicos como la pirita (FeS,) y la calcopirita (CuFeS,) y
la mayoria de las operaciones comerciales de biolixiviacion se llevan a cabo por
consorcios de diversas bacterias acidéfilas y quimiolitoautotréficas, entre las cuales se
encuentran  Acidithiobacillus  thiooxidans,  Leptospirillum  ferrooxidans 'y
Acidithiobacillus ferrooxidans, entre otras bacterias acidéfilas pertenecientes al género
Acidiphilum y arqueas (Rawlings y Kusano, 1994).

A. ferrooxidans 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 (Rawlings, 2002). 4. ferrooxidans es una bacteria Gram-
negativa, un miembro del subgrupo de las y-proteobacterias, con un pH de crecimiento
optimo entre 1,5 y 2,5. Para la obtencién de energia puede utilizar la oxidacién aerdbica
del ion ferroso Fe(Il), azufre elemental, compuestos de azufre parcialmente oxidados
(Pronk y col., 1990), hidrégeno molecular (Dobner y col., 1990) y 4cido férmico (Pronk
y col., 1991).

Debido a esto es importante el estudio de las vias metabélicas y energéticas
relacionadas con el crecimiento y las adaptaciones fisiologicas de A. ferrooxidans,
puesto que se le considera como uno de los miembros mas importantes del consorcio

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



Segun un modelo de la oxidacién del azufre que se desarrolla en el espacio
periplasmético propuesto con anterioridad (Rohwerder y Sand, 2007), el azufre
elemental (Sg) es transportado hacia el espacio periplasmatico por medio de proteinas
que poseen grupos tioles (R-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 abidticas 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 sulfato (Fig.1).
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Figura 1. Modelo propuesto para la oxidacién del azufre por 4. ferrooxidans (Rohwerder y Sand, 2007).
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Se han propuesto dos mecanismos para la disolucién de sulfuros metalicos

mediada por bacterias: el mecanismo indirecto y el directo (Tuovinen, 1990). En el




mecanismo indirecto son los iones férricos los que disuelven el mineral. Sin embargo, se
han 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 Thiosulfate mechanism }y  Polysulfide mechanism
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Figura 2. Mecanismos de solubilizacién de los sulfuros metalicos (MS). Af: A. ferrooxidans,
Lf: L. ferrooxidans, At: A. thiooxidans (Veray col,, 2013).

En la via del tiosulfato, la solubilizacion del metal ocurre luego del ataque de los
iones férricos al sulfuro metélico, generédndose tiosulfato como principal intermediario y
sulfato como producto final. Este mecanismo ocurre sobre sulfuros metélicos insolubles
en 4cido e implica la solubilizacién del metal gracias al ataque combinado de iones
férricos 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 ferroso generado puede ser reoxidado a
ion férrico por microorganismos como A. ferrooxidans o bacterias de los géneros

Leptospirillum o Sulphobacillus. Este proceso se asocia a la oxidacién de sulfuros




metalicos solubles en 4cido como la esfalerita (ZnS), calcosina (CuzS) o galena (PbS).
Otro papel asociado a los microorganismos es proporcionar el acido sulfiirico, de modo
que los protones faciliten la oxidacion del hierro(II) y lo mantengan en forma férrica a
fin de que éste realice el ataque oxidativo en contra del mineral (Schippers y Sand, 1999;

Crundwell, 2003).

En el mecanismo directo, la bacteria ataca el mineral enzimaticamente, para lo
cual necesita de la estrecha interaccion y de la adherencia del microorganismo al sustrato
sélido, de manera que la adherencia es un paso previo al proceso de oxidacion (Brierley,
1978). Se ha visto que 4. ferrooxidans 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 biolixiviacion, uno de los pasos criticos es la adherencia
bacteriana al sustrato sdlido, donde juegan un papel importante las interacciones
hidrofébicas (Devasia y col., 1993; Solari y col., 1992) tanto como las hidrofilicas
(Ohmura y col., 1993). Particularmente para las bacterias Gram-negativas, participan
protagénicamente en la adherencia los lipopolisacaridos (LPS), proteinas de membrana
externa 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 exportacién gracias a un péptido sefial en su
extremo N-terminal por el sistema de secrecion Sec, cuyos componentes se encuentran
altamente conservados (Tjalsma y col., 2000). El perfil de proteinas en la superficie
celular en A. ferrooxidans estd determinado principalmente por la diferencia de los

sustratos de medio del cultivo y por otros factores como temperatura, pH, osmolaridad,




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
utilizacién del sustrato, sin estar éste bien identificado (Arredondo y col., 1988; Amaro y
col., 1992; Ohmura y col., 1996).

Se sabe que las protefnas extracelulares bactetianas cumplen funciones
trascendentales como son la provisién de nutrientes, adherencia a sustratos,
comunicacién célula-célula, desintoxicacion, virulencia, etc. (Antelmann y col., 2001).
El secretoma por definicién comprende a las proteinas secretadas y su maquinaria de
secrecion (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
composicion de aminoécidos (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 péptido sefial en el extremo
N-terminal y de sefiales de retenci6n especificas. La mayoria de las proteinas bacterianas
destinadas a abandonar el citoplasma se exportan a través del sistema Sec (Secretory),
cuyos componentes se encuentran altamente conservados (Tjalsma y col., 2000).
Muchas de estas protefnas inmaduras exportadas se sintetizan como precursores con su
péptido sefial en el extremo N-terminal, los cuales son reconocidos por factores solubles
especificos para su transporte y translocacién a través de la membrana. Luego de esta
translocaci6n, el péptido sefial es removido, lo cual resulta en la liberacién de la proteina
desde la membrana, adquiriendo inmediatamente después de esto su conformacién final

(Antelmann y col., 2001).




Se han reportado otros mecanismos para la exportacién de algunas proteinas como
las seffales de secrecion del sistema TAT (Twin Arginine Translocation) que transporta
proteinas ya plegadas (Berks y col., 2005), sefiales de lipoproteinas y transportadores
ABC (ATP Binding Cassette) (Fekkes y Driessen, 1999). También se ha identificado un
sistema para la exportacion de proteinas desde el citoplasma que se denominé Sistema
de Secrecién tipo No Clasico (Bendtsen y col., 2005).

Watt y colaboradores (2005) afirman que existen dos grupos de protefnas
secretadas, luego de analizar el proteoma de la bacteria fitopatogénica Gram-negativa
Xanthomonas campestris pv. campestris B100: i) las proteinas activamente secretadas
que comprenden enzimas extracelulares y proteinas que unen nutrientes y apéndices
celulares, siendo su secrecion y sintesis regulada por la densidad celular o el sustrato \A
ii) proteinas que cumplen su funcién 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 protefnas de la membrana
externa en el espacio extracelular puede deberse a que algunas protefnas 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: adquisicién de elementos traza,
enzimas degradativas, enzimas metabélicas, chaperonas y proteinas de membrana
externa.

Previamente, en el Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia de la
Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile, se caracterizé de forma parcial el
secretoma de un cultivo de A. ferrooxidans ATCC 23270 crecido en condiciones

aerobicas con azufre elemental como sustrato, el cual fue obtenido por medio del




proceso de particion en tres fases (TPP por sus siglas en inglés: Three Phase

Partitioning) (Jerez y Pagliai, 2009) (Fig. 3).

mw mwW
(kDa) (kDa)
- 3 . : > 1
E :" . 7- 50 g 9' TTH
Sy
4 *1 . _AFE 0043
e - s PStS-l—@ ,%;/
el B R 1
: ._—- Ou
hd . GQ i,, IS.G 5
ne,
® 20 4
s
‘ 10 g ©®

>

Acido Bdsico Acido Basico

Figura 3. NEPHGE bidimensional del extracto total de 4. ferrooxidans ATCC 23270 cultivado en azufre
elemental (izquierda) y de su secretoma obtenido por TPP (derecha) (Jerez y Pagliai, 2009). Detalle en
Tabla 1.

El método TPP es un procedimiento que utiliza sulfato de amonio como agente
cosmotropico, ya que actia como promotor aniénico del orden y estructura del agua,
para realizar un salting out de las proteinas en solucion, disminuyendo su solubilidad
como resultado de la competencia por las moléculas de solvatacion 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 moléculas de agua, por lo que el solvente
remanente es insuficiente para disolver otros solutos, resultando en la precipitacion 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,




1978). En una segunda instancia, la particion en tres fases usa un solvente orgénico C4 0
Cs (preferentemente 7-butanol) para realizar la separacion de las proteinas en la solucion
acuosa, terminando éstas en la interfase entre la fase acuosa y la organica (Dennison y
col., 1997).
Se ha descrito ademéas que los extractos de proteinas extracelulares de
A. ferrooxidans y de A. thiooxidans posee un efecto estimulante al ser inoculado en un
cultivo temprano de 4. ferrooxidans, ya que aceleran el crecimiento, acortando la etapa
de retardo desde cuatro a menos de un dia, o incluso eliminandola del crecimiento (Fig.
4) (Jerez y Pagliai, 2009). Recientemente se publicd un estudio mostrando un efecto
similar sobre el crecimiento de cultivos de A. thiooxidans, en donde la Licanantasa, un
componente del secretoma, disminuye la etapa de retardo del crecimiento y aumenta la
tasa de biolixiviacion de cobre desde minerales de calcopirita en cultivos mixtos de
A. ferrooxidans y A. thiooxidans (Bobadilla y col., 2010).
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Figura 4. Efecto del extracto extracelular de 4. ferrooxidans y de A. thiooxidans sobre el crecimiento de
A. ferrooxidans (Jerez y Pagliai, 2009). Triangulos azules: Control sin proteinas afiadidas. Cuadrados
rosados: Extracto de secretoma de E. coli. Circulos negros: Extracto de secretoma de A. thiooxidans.
Rombos celestes: Extracto de secretoma de A. ferrooxidans.
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Para la caracterizacion del secretoma de 4. ferrooxidans se separaron las

proteinas mediante electroforesis bidimensional y se extrajeron del gel de poliacrilamida

para su secuenciacion e identificacion en las bases de datos disponibles (Tabla 1). De

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

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

menor abundancia que corresponde al producto de pstSI (AFE_1939).

Tabla 1. Identificacién de los componentes del secretoma de 4. ferrooxidans ATCC 23270 crecido en
azufre elemental (Jerez y Pagliai, 2009).

Mancha Marco abierto de lectura Descripcién disponible en NCBI
1 AFE_0029 Tetrationato hidrolasa
2 AFE_0018 Proteina con dominio LysM
3 AFE 0043 Prote.ma periplasmitica de unién a soluto,
- putativa
Transportador ABC de fosfato, proteina de
4 AFE_1939 unién a fosfato periplasmatica PstS
5 AFE_0522 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerasa, tipo-PPIC
5 AFE_1478 Proteina FixC
Sa AFE_0522 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerasa, tipo-PPIC
5b AFE_0522 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerasa, tipo-PPIC
Proteina con dominio de secuencia de sefial de
6 AFE_0042 via Tat (twin-arginine translocation)
Proteina con dominio de secuencia de sefial de
8 AFE_0042 via Tat (twin-arginine translocation)
9 AFE_3146 Rusticianina
10 AFE 0543 Chaperonina, 10 kDa (groES)
13 AFE 1498 Transportador ABC, pr.otema periplasmética
- de unién a soluto, putativa
16 AFE_0006 Proteina chaperona de pilus, putativa
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El producto del gen pstS1, PstS-1 (AfPstS-1), tiene un peso molecular de 37,8
kDa y junto con AfPstS-2 han sido postuladas como proteinas de unién a fosfato
inorgénico, y en ambos casos pertenecerfan al sistema de transporte especifico de alta
afinidad de fosfato inorgénico Pst (Vera y col., 2003). Se ha estudiado la involucracién
del sistema Pst en los procesos de colonizacion llevados a cabo por otros
microorganismos, como por ejemplo Proteus mirabilis y Pseudomonas aeruginosa, en
donde la ausencia de PstS afecta directamente la virulencia de estos patégenos al verse
comprometida la habilidad para formar biopeliculas o adherencia a las células objetivo
(O’May y col., 2009; Zaborina y col., 2008). En E. coli los genes del sistema Pst (pst4,
DstB, pstC 'y pstS) se inducen como parte de la respuesta del regulén 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 rio arriba de
los genes que pertenecen al regul6n para asf inducir su expresién (Makino y col., 1994;
Torriani-Gorini, 1994; Wanner, 1996). En 4. ferrooxidans el sistema Pst perteneceria a
un regulén Pho putativo similar al descrito en E. coli, y sus genes aparentemente estan
dispuestos en dos operones: pstSICIC2 y phoBR-pstS2C2AB-phoU-ppx, siendo el
primer operén una posible duplicacion génica truncada del segundo (Vera y col., 2003;
Vera, 2006).

AFE_0043 seria el producto del gen hipotético anotado homénimamente y tiene un
peso molecular de 36,7 kDa. En nuestro conocimiento no existen estudios de su
caracterizacion, pero es posible que sea una proteina de unién a sulfato y pertenezca al
sistema de incorporacién de dicho compuesto, segin alineamientos realizados con la

base de datos disponible en BLASTp.
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El gen #tH codifica para la sintesis de la proteina tetrationato hidrolasa o TTH,
con un peso molecular de 53,1 kDa, y posee un dominio de union al cofactor
pirroloquinolina quinona (PQQ), que ya se ha caracterizado como una proteina
periplasmatica en 4. ferrooxidans (Chi y col., 2007). En A. ferrooxidans 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). También se ha
reportado la extrusion de TTH por la arquea Acidianus hospitalis, que resulta en unas
estructuras tipo-cremallera al ser vistas al microscopio electrénico. Dicha extrusion se ha
relacionado con condiciones de estrés, cuyos niveles disminuyen a niveles no
detectables cuando el arqueén 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 A. ferrooxidaws, al facilitar el crecimiento bacteriano sobre el azufie
elemental en cultivos iniciales. Esto nos 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 facilitaciéon de la adherencia al sustrato o por cumplir alglin rol

metabdlico.




1.1 Hipétesis
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La inoculacién de extractos de E.coli que contienen proteinas recombinantes del

secretoma de A. ferrooxidans ATCC 23270 generan un efecto sobre el cultivo de

A. ferrooxidans en azufre, acortando la etapa de retardo del crecimiento bacteriano.

A. Objetivos:

a. General.
Determinar el efecto de la inoculacién de extractos de E. coli que contienen
proteinas sobreexpresadas del secretoma de A. ferrooxidans ATCC 23270
crecido en azufre elemental como sustrato, sobre un cultivo inicial de dicha
bacteria.

b. Especificos:
Reproducir el efecto del secretoma de 4. ferrooxidans 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. ferrooxidans ATCC 23270 al inocular
un extracto total libre de células de E. coli que contenga proteinas del secretoma
de 4. ferrooxidans expresadas de forma recombinante.
Realizar una caracterizacién bioinformdatica de las proteinas estudiadas que
causen un efecto detectable durante el crecimiento de 4. ferrooxidans para
conocer su interaccién con el medio y el contexto genémico en el que se induce

su sintesis.




2. MATERIALES Y METODOS

2.1  Cepasy condiciones de cultivo

Se utiliz6 la cepa ATCC 23270 de A. ferrooxidans, la cual se crecié
aerébicamente a 30 © C con agitacién a 150 rpm en el medio 9K modificado segin el
sustrato a oxidar. Para el crecimiento en azufre elemental, el medio contenia 0,4 g/L de
MgSO4 x 7 H20, 0,1 g/L de (NH4)2804, 0,04 g/ de KH,PO4 x 3 H20 y 50 g/L de perlas
de azufre esterilizadas previamente, ajustando Iuego el pH a 2,5 con 4cido sulfarico

concentrado (Amaro y col., 1991).

2.2  Monitoreo del crecimiento celular

El crecimiento de A. ferrooxidans 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 visualizacién con el
microscopio dptico OLYMPUS BX50. La concentracion de células se obtuvo dividiendo
el promedio de células contadas en cada celda por el volumen que contiene una celda,
que corresponde a 5 x 10® mL. No se determinaron las células adheridas a las perlas de

azuftre.
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2.3  Obtencion de proteinas extracelulares

Las proteinas a estudiar se obtuvieron desde el sobrenadante de un cultivo de
A. ferrooxidans, para lo cual éste se crecié hasta la fase exponencial tardia. Este
sobrenadante de cultivo se centrifugé a 4000 rpm durante 20 min a 4 ° C, luego de lo
cual se filir6 a través de una membrana GV Durapore PVDF (Millipore) con un tamafio
de poro de 0,22 pm para descartar el resto de las células no separadas durante la
centrifugacion.

El método empleado para concentrar proteinas desde el sobrenadante de cultivo
de A. ferrooxidans corresponde a la particion en tres fases. El volumen de sobrenadante
se saturd al 75 % agregando sulfato de amonio, a temperatura ambiente. Esta solucion se
dejé agitando durante 30 min para luego agregar 2/5 del volumen inicial de #-butanol
(Dennison y col., 1997). La mezcla se agité durante 2 min y se dej6 reposar 1 h a
temperatura ambiente. Luego se recuperé la fase intermedia generada por este
procedimiento y se centrifugé a 2000 rpm durante 10 min para separar la fase acuosa y
la fase orgdnica. El precipitado obtenido se seco a temperatura ambiente para luego ser
solubilizado en un volumen de sales del medio 9K. Posteriormente se cuantifico la
concentracion de proteinas mediante el ensayo de Bradford usando albimina de suero de
bovino como estindar. Las proteinas del secretoma se separaron y se visualizaron
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 12,5% (Laemmli, 1970) tefiidos

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

Los genes escogidos se amplificaron desde ADN genémico de 4. ferrooxidans
ATCC 23270 con los partidores disefiados en el Laboratorio de Microbiologia Molecular
y Biotecnologia para este estudio y que son especificados en la Tabla 2. Los partidores
sentido incluyen un sitio de restriccion para Xhol y Ndel, y una secuencia de

Shine-Dalgarno (Tabla 2).

Tabla 2. Secuencias de los partidores utilizados para amplificar los genes escogidos.
Partidor Secuencia 5" - 3’
AFE_0043FwXho CTCGAGATAAAAGGAGAATATACATATGAAAAAAAGTAAAACGCTG
AFE_0043Rv TTATTTGCCCGTGTACGGCTTG

pstsFwXho CTCGAGATAAAAGGAGAATATACATATGAAGAAAGAAGTAACACGTAGTG
pstsRvPst TTACTGAATTTCCGCGATCTGC

tethFwXho CTCGAGATAAAAGGAGAATATACATATGCCAAGTATTGTACGTAAC
tethRvPst CTAACTGCCATGGCTTATCGTTITTAG

Con subrayado se destaca la secuencia de Shine-Dalgarno. Los sitios de restriccion de Xhol y Ndel se
destacan en cursiva y negrita, respectivamente.

Los productos de PCR obtenidos se purificaron desde un gel de agarosa
(E.ZN.A. Gel Extraction Kit) y se ligaron con el vector pPGEM-T Easy (Invitrogen).
Para esto se tomaron 5 ng de ADN plasmidial, 10 ng de producto de PCR, Buffer de
ligacién 1X, 1 pL de ligasa y agua bidestilada hasta completar 6 pL. La reaccion se
realiz6 a 4 ° C durante toda la noche. Con el producto de ligacion se procedié a la
transformacion de la cepa One Shot TOP10 de Escherichia coli (Invitrogen) por golpe
de calor. Se tomaron 5 pL del producto de ligacion y 50 pL de células y se incubaron en
hielo durante 30 min. Posteriormente se incubd a 42 ° C durante 45 s y luego en hielo

por 5 min. Después se agregaron 250 pL 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 H,O) a temperatura ambiente y se incub6 a 37 ° C
con agitacién suave durante 1 h. Luego se tomaron alicuotas de 50 pL y 200 pL y se
sembraron en placas de Petri con medio agar-LB suplementado con ampicilina 100
mg/L, 40 pL de X-Gal e IPTG 1 mM vy 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
orientacién 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. El PCR de colonia para AFE_0043 no dio resultados positivos, por lo que los
vectores se extrajeron y analizaron por digestion enzimética con Ndel segin
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 pstS1 y tH se digirieron con Xhol y Pstl, y los que contenian a AFE_0043 fueron
digeridos con Xhol y EcoRI, segin las indicaciones del fabricante (New England
Biolabs). El vector pTrcHis2A (Invitrogen) se digiri6 con las enzimas correspondientes
para cada gen. Los productos de la digestién se sometieron a una reaccién de ligacién y
con dicho producto se transformé E. coli TOP10 como se describi6 previamente. La
inducci6n de la expresién se realiz6 con IPTG 3 mM durante toda la noche a 20° Cy
150 rpm.

Los cultivos se sedimentaron por centrifugacién a 16000 g durante 2 min. El
sedimento se lav6 una vez con Tris-HCI 10 mM pH 7,5. Luego se resuspendi6 en dicho

tampén y se agregé 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 centrifugd a 16000 g durante 25 min y se

recuperd el sobrenadante.

2.5 Determinacion del efecto de las proteinas seleccionadas

Los ensayos se realizaron agregando proteinas del secretoma resolubilizado (50
pg/mL) o extracto total libre de células de E. coli (25 pg/mL) a las perlas de azufre
esterilizadas previamente. Para esto, las perlas se incubaron con 156 pg de proteinas del
extracto de E. coli 0 312 pg de proteinas del secretoma, y el volumen se ajusté a 250 pL,
y se mantuvieron a 30 °© C durante 2 h con agitaciéon a 250 rpm. Posteriormente se
agregaron 6 mL de las sales de medio 9K y se inoculd un concentrado de

A. ferrooxidans para dar 107 células/mL.

2.6  Anailisis bioinformaticos

El modelamiento estructural de la proteina AfPstS-1 se realizé con el servidor
Swiss-Model (Peitsch, 1995; Arnold y col., 2006; Kiefer y col., 2009) utilizando PstS-1
de M. tuberculosis (MtPstS-1) como templado (Cédigo PDB: 1PC3) y se visualizé en
PyMOL (Schrédinger, LLC., 2013). Para el modelamiento de AfPstS-2 se utiliz6 el
mismo procedimiento con PstS de E. coli (EcPstS) como templado (Cddigo PDB:
1IXH). Los célculos del potencial electrostatico de superficie se hicieron por medio del
servidor PDB2PQR (Dolinsky y col., 2004; Dolinsky y col., 2007) y se visualizaron por
APBS (Baker y col., 2001) en el programa VMD (Humphrey y col., 1996). Se realiz6
una busqueda con BLASTp utilizando la secuencia de AfPstS-1 (Cédigo UniProt:

B7JC36) de A. ferrooxidans ATCC 23270. Debido al gran ntimero de secuencias
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homologas encontradas se utilizaron las que tuviesen un porcentaje de identidad minimo
de 50% con AfPstS-1, con las que se realiz6 un alineamiento de secuencia con Clustal W
editado con BoxShade, y un alineamiento de contextos gendmicos con las secuencias

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




3. RESULTADOS

3.1  Obtencion de las proteinas del secretoma

Una parte importante del desarrollo de este Seminario de Titulo fue obtener las
proteinas purificadas del secretoma para determinar su posible funcién individual en
comparacién con el secretoma total. Se procedié a repetir el proceso realizado
previamente en el laboratorio con la técnica de la particién en tres fases ya descrita. Para
esto, se cultivé A. ferrooxidans hasta su fase exponencial tardia, donde la densidad
celular alcanza aproximadamente 2¢10® células/mL, ya que en fase estacionaria existe
una mayor tasa de lisis celular (Fig. 5). En la figura 6 se observa la separacion 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.

1.0x1098 -

Células/mL

1.0x10%7

0 2 4 6 8
Dias

Figura 5. Crecimiento de A4. ferrooxidans ATCC 23270 en medio 9K con perlas de azufre como sustrato.
Se muestra el promedio de tres ensayos independientes y su desviacién esténdar.
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Figura 6. Separacion de las proteinas del secretoma de A. ferrooxidans mediante electroforesis en un gel
de poliacrilamida al 12,5% en condiciones desnaturalizantes. Se aplicé una carga de 1 pg de proteinas del
secretoma obtenido por particion en tres fases.

Posteriormente, aplicando el extracto del secretoma desde el inicio a un cultivo
de A. ferrooxidans 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 niimero de células 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 deteccion de un posible efecto de las proteinas del secretoma que se

realizaron posteriormente.
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Figura 7. Ensayo del efecto que posee un extracto del secretoma de A. ferrooxidans sobre el crecimiento
de este microorganismo en perlas de azufre elemental. Control sin secretoma: azul; Secretoma 50 pg/mL:
naranjo. Se muestra el promedio de tres ensayos independientes y su desviacion estandar.
3.2 Clonamiento y expresion recombinante de genes de interés

Al analizar los geles bidimensionales del secretoma (Fig. 3), se hace notoria la
abundancia de ciertas proteinas por sobre otras. Entre las proteinas méds abundantes se
eligieron dos, con el razonamiento de que éstas podrian ser las mas importantes en el
desarrollo de A. ferrooxidans, y ademas se eligio una de entre las de menor abundancia,
que podria cumplir algun rol facilitando el crecimiento de la bacteria durante el periodo
de cultivo. Las proteinas elegidas fueron: AfPstS-1 (AFE_1939), tetrationato hidrolasa
(TTH; AFE_0029) y la codificada por el gen AFE_0043. En la figura 8 se muestra la

amplificacion de dichos genes realizada mediante PCR seguida de la separacién de los

productos obtenidos mediante electroforesis en un gel de agarosa.
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Figura 8. Amplificacion de los genes pstSI, AFE_0043 y #H. En cada carril del gel de agarosa al 1,5% se
aplicaron 5 pL del producto de PCR. Las bandas de ADN amplificado se visualizaron por tincién con Gel
Red en dilucion 1:10.000 (Life Sciences). Se utilizaron 5 uL del marcador de ADN 1 kb Plus (Invitrogen).

Luego de purificar los productos de PCR desde el gel de agarosa, éstos se ligaron
en el vector pPGEM-T Easy y se transformo con ellos E. coli TOP10. Al obtener una
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 pstSI como
1tH mostraron un fragmento del tamafio esperado, indicando una orientacién correcta
(Fig. 9A). Como el PCR de colonia no resulté positivo para el gen AFE 0043, se
decidi6é realizar cultivos de noche con los diferentes clones obtenidos y extraer el
plasmidio por medio de una miniprep, la cual posteriormente se digiri6 con Ndel. Los
clones que presentaron el inserto en el sentido requerido liberaron una banda de tamafio

similar al gen, 1011 pb, luego del corte con la enzima de restriccion (Fig. 9B).
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Figura 9. Determinacion de la direccionalidad de los insertos en el vector pPGEM-T Easy. A) PCR de
colonia para pstSI, AFE_0043 y #H. B) Digestién enzimatica con Ndel para AFE_0043. Las flechas rojas
indican los tamafios esperados para pstSI y ttH en A) y para el fragmento liberado que contiene
AFE_0043 en B). Se utilizaron 5 uL del marcador de ADN 1 kb Plus (Invitrogen).

Se eligieron clones que poseian el inserto en el sentido deseado, y se sometieron
a digestion enzimatica. Los vectores que poseian los genes pstS1 y 1tH se digirieron con
Xhol y Pstl, y el que contenia a AFE_0043 con Xhol y EcoRI. Simulténeamente se
digirié el vector de expresion pTrcHis2A con dichas enzimas. Posterior a la ligacién de
los fragmentos con los vectores linearizados, se realizo la induccion de la expresion
heteréloga, y se analizé la fraccién completa del cultivo de noche para observar las

bandas mediante una electroforesis en condiciones desnaturalizantes (Fig. 10).
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Figura 10. Expresion de AfPstS-1, AFE_0043 y TTH en E. coli. Luego de inducir la expresion de los
genes en E. coli, se solubilizo la fraccion celular total en tampén de muestra. Las proteinas se separaron
mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes. A) Gel de poliacrilamida al 15% con AfPstS-1y
AFE_0043. B) 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 tetH y
AFE_0043 en el peso molecular esperado. Sin embargo, es dificil distinguir la banda
correspondiente a AfPstS-1, debido a la presencia de una banda de un tamafio muy
similar en el perfil proteico de E. coli con la que comigra (Fig. 10A). La diferencia de
peso con el indicado previamente en la introduccion para las tres proteinas da cuenta de
la escision del péptido sefial, ya que los genes fueron clonados incluyendo ésta seccién y

estaria siendo procesado por el sistema de secrecion Sec de E. coli.
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Posterior al andlisis de la fraccion completa de E. coli, 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 afadié el inductor y luego de cosechar las células por
centrifugacion éstas se sometieron a sonicacion para lisarlas. Después, de separar los
restos celulares por medio de centrifugacion, el sobrenadante conteniendo la fraccién
soluble se analizd mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes.
Nuevamente, las proteinas TTH y la codificada por AFE 0043 fueron identificables en
la fraccion soluble por su tamafio esperado. No obstante, en este caso no fue posible
distinguir la proteina AfPstS-1 debido a la presencia de otra banda con un peso muy

similar con la que comigra (Fig. 11).

A) B) &
.

50 kD

50 kDa e
35 kDa

35 kDa
25kDa o

25 kDa

PM Control AfPstS-1 AFE_0043 PM Control AfpstS1  TTH

Sininserto 34,8 kDa 33,9kDa in:;‘:m 34,8kDa  51kDa

Figura 11. Analisis de la presencia de proteinas recombinantes de A. ferrooxidans sobreexpresadas en los
extractos solubles libres de células de E. coli sometidas a la induccion de la expresion. A) AfPstS-1 y
AFE_0043. B) AfPstS-1 y TTH. El rectangulo rojo indica la zona en la que AfPstS-1 deberia estar
presente. Las flechas indican la banda correspondiente en el peso esperado.
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3.3  Determinacion del efecto de las proteinas seleccionadas

Los ensayos funcionales muestran el efecto obtenido de cada fraccion soluble
sobre el crecimiento de 4. ferrooxidans 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

fraccion soluble de E. coli cuyo vector no posee un inserto (Fig. 12).

A) B)
1ear 1.0x10° -
E z
g 3
8 3
1.0x107 4 184074
0 2 4 6 0 2 4 6 8
Dias Dias

Figura 12. Ensayo de crecimiento de 4. ferrooxidans en presencia de extractos proteicos con AFE_0043
(A)y TTH (B), a 25 pg/mL cada uno. Control de vector sin inserto: azul; AFE_0043: verde; TTH: gris. Se
graficé el promedio de tres ensayos independientes y su desviacion estandar.

Sin embargo, el crecimiento observado con el extracto que contenia AfPstS-1
presentd una diferencia clara al compararlo con el control negativo, y ademas mostro
gran similitud con un control positivo como lo es el extracto del secretoma de
A. ferrooxidans obtenido desde azufre. El cultivo con AfPstS-1 mantiene una densidad
celular mayor que la del control sin inserto hasta la fase exponencial tardia de
crecimiento. Ademads, se puede ver 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 A. ferrooxidans en presencia de extractos proteicos del secretoma
(verde), AfPstS-1(rojo) y el control negativo sin inserto (azul) a 25 ug/mL cada uno. En negro se muestra
un crecimiento sin agregar proteinas como control. Se muestra el promedio de tres ensayos independientes
y su desviacion estandar.

3.4  Analisis bioinformaticos

3.4.1 Alineamiento de secuencias de AfPstS-1 y AfPstS-2

AfPstS-1 es una proteina de unién a fosfato que forma parte del sistema de
captacion de fosfato de alta afinidad (Pst) perteneciente al regulon Pho putativo de
A. ferrooxidans, y cuya expresion seria inducida en condiciones limitantes de fosfato
(Vera y col., 2003). En el caso de 4. ferrooxidans hay dos proteinas PstS, pero este
numero varia segin el microorganismo estudiado. Por ejemplo, E. coli posee una sola
proteina anotada como PstS, y una busqueda de identidad de secuencia en su proteoma
no otorga otras proteinas que se le asemejen en porcentaje de identidad.

Por otro lado, M. tuberculosis 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. coli, segin estudios de identidad de secuencia y funcionalidad (Chang y col., 1994;
Lefévre y col., 1997), pero en este caso se ha descrito que PstS-1 de M. tuberculosis
también actua como factor de virulencia en el proceso de colonizacién del hospedero,
siendo secretada al exterior de la bacteria (Espitia y col., 1992; Lefévre y col., 1997).

Con el propésito de indagar en las caracteristicas de AfPstS-1 como la tnica
proteina de las ensayadas que otorga un efecto detectable, se realizé una serie de analisis
bioinforméticos que permitieran inferir el posible papel de esta proteina tanto en
A. ferrooxidans como en otros microorganismos.

En primer lugar, un alineamiento de la secuencia aminoacidica de AfPstS-1 con
AfPstS-2 y EcPstS permite determinar que el sitio de unién a fosfato de AfPstS-1 esta
conservado en relacion a lo descrito para EcPstS y para AfPstS-2 (Luecke y Quiocho,
1990; Vera y col., 2003). Los amino4cidos conservados en AfPstS-1 que pertenecerian
al sitio de unién a fosfato son Thrl2, Ser4l, Asp59, Argl39, Serl43 y Glyl44,
AfPstS-1 y EcPstS comparten un 33,6 % de identidad, y entre AfPstS-1 y AfPstS-2 ésta

es de 32,6 %. El porcentaje de identidad entre AfPstS-2 y EcPstS es de 50%, por lo que

¢sta seria la equivalente al homélogo en E. coli (Vera y col., 2003) (Fig. 14).




o
-
?
N
~
J

[T
Hhoth
(ST

SR
)
il
I
N
()

DPKGGURPEFITH
TAP-—{0.
YKT-——~

o1
5
>
¢
;

.ferrl 321 BRQIAEIQ-————————

2 307 [ D
coli 305 IKDSSGKPLY

Figura 14. Alineamiento de AfPstS-1 y AfPstS-2 con EcPstS. Los asteriscos denotan los aminoécidos
pertenecientes al sitio de unién a fosfato inorgénico descrito previamente (Luecke y Quiocho, 1990)
(Rojo: conservado en todas las proteinas; Azul: conservado solo en AfPstS-2; Verde; no conservado).
A.ferrl: PstS-1 de A. ferrooxidans; A.ferr2: PstS-2 de A. ferrooxidans; E.coli: PstS de E. coli.
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3.4.2 Modelamiento de la estructura de AfPstS-1

Gracias a la disponibilidad de una estructura cristalografica del llamado
antigeno-b o PstS-1 de M. tuberculosis (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% con su homodlogo de A. ferrooxidans, fue posible realizar un alineamiento
estructural de ambas proteinas a través del servidor Swiss-Model (Peitsch, 1995; Arnold
y col., 2006; Kiefer y col., 2009) (Fig. 15). Se puede notar que AfPstS-1 posee una
estructura globular conformada por dos dominios principales, constituida tanto por
hélices-a como por sabanas-f (Fig. 15 A y B). Se observa que los residuos
aminoacidicos del sitio de unién a fosfato mencionados previamente coinciden con lo

visto estructuralmente, pero segun lo reportado en la estructura cristalografica, el
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homdlogo de M. tuberculosis posee nueve residuos que participan en la unién a fosfato,
los cuales estan completamente conservados en AfPstS-1 y mantienen el ligando en el

interior de la proteina sin acceso al exterior.

Figura 15. Modelo estructural de AfPstS-1 segun el alineamiento con MtPstS-1. A) Estructura terciaria
coloreada segun estructuras secundarias (Hélices-a: rojo; Sabanas-B: amarillo; Fosfato inorganico: azul).
B) Alineamiento estructural entre ambas PstS-1 (4. ferrooxidans: azul; M. tuberculosis: rojo; Fosfato
inorganico: verde). C) Modelamiento del sitio de union a fosfato de AfPstS-1 coloreada segin sus
elementos (Nitrogeno: azul; Oxigeno: rojo; Carbono: blanco; Fésforo: verde). Los residuos estan
identificados seglin la secuencia de AfPstS-1 y se han removido zonas de la cadena de carbonos para
facilitar la visualizacion del sitio de union.

Ademads se realizd un alineamiento estructural de AfPstS-1 con el modelo
obtenido para AfPstS-2 desde su propio alineamiento in silico con la estructura

cristalogréfica de EcPstS (Codigo 1XIH) y se alinearon en el programa PyMOL. Se
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observa que las estructuras secundarias mantienen su posicion sin grandes diferencias

entre ambas proteinas, a pesar de poseer una identidad sélo del 32,6% (Fig. 16).

Figura 16. Alineamiento estructural de AfPstS-1 (azul) con AfPstS-2 (amarillo). La molécula de fosfato
(rojo) corresponde a la estructura estimada para PstS-1.

El célculo del potencial electrostatico de la superficie de AfPstS-1 expuesta a un
pH de 2,5 muestra el grado de protonacién que tiene la proteina, siendo la carga
electropositiva la que se encuentra con mayor uniformidad en la superficie. A pH neutro
se deja en evidencia la diferencia de carga que existe entre la zona de acceso al sitio de
unioén y su parte posterior. La zona de acceso tiene un pequefio parche con carga
electronegativa, con pequefias porciones que muestran carga neutra. Al contrario, la

zona posterior muestra una carga electropositiva mas distribuida (Fig. 17).
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Figura 17. Distribucion de la carga en la superficie de AfPstS-1. A) Zona de acceso al sitio de unién a
fosfato a pH 2,5. B) 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 posicion del sitio de union a fosfato, que se
encuentra en el interior de la proteina. Carga positiva: azul. Carga negativa: rojo.

3.4.3 Identificacién de proteinas homoélogas a AfPstS-1

Posteriormente, se realizé una bisqueda por medio de BLASTp dentro de la base
de datos disponible, con el objetivo de buscar proteinas homologas a AfPstS-1 en otros
organismos previamente anotados, y para un analisis de alineamiento de secuencia se
eligieron homologos con un porcentaje de identidad mayor al 50%, pero incluyendo
EcPstS para analizar la conservacion del sitio de unién a fosfato. Los homologos estén,
en su gran mayoria, en microorganismos acidofilos, con la excepcion de M. tuberculosis.

En éstos se observa que la conservacion del sitio de union a fosfato sigue la tendencia
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Figura 18. Alineamiento multiple 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 rectangulos rojos (conservados) y celestes (no conservados). M_D_M: drenaje dcido de mina.
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tanto de PstS-1 de 4. ferrooxidans como de M. tuberculosis, conservandose los nueve
residuos del sitio de unién descritos para esta tltima, y al mismo tiempo, manteniéndose
seis de los ocho aminoacidos del sitio de unién de EcPstS, salvo el caso de Thr10, que es
reemplazada por serina en algunas especies (Fig. 18). En la secuencia de AfPstS-2 (Fig.
14), Gly8 podria ser un residuo que estéd interactuando con el fosfato dentro del sitio de
unién al igual de lo que sucede con Glyl44 en AfPstS-1 (Fig. 15C), ya que segin el
alineamiento con esta ltima, Gly8 se encuentra en la misma ubicacién que Serll (Fig.
14 y Fig. 15C), y seguin el andlisis 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
homologos en M. tuberculosis y E. coli, esta proteina tendrfa ocho residuos

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

3.4.4 Alineamientos de los contextos gendmicos de los homdlogos de
pstS1y pstS2 de A. ferrooxidans

Con las especies obtenidas desde la blisqueda en BLASTp, se realizé un
alineamiento de los contextos gendmicos mediante el programa Absynte, que permite
ordenar los resultados del alineamiento de los contextos segiin el porcentaje de identidad
de la zona adyacente al gen usado como referencia, centrandose en los genes pstSI y
pstS2 de A. ferrooxidans, con el objetivo de buscar microorganismos que potencialmente
compartan la misma funcién para los genes estudiados. En el andlisis del contexto
gendémico de pstSI (Fig. 19) se observa para los organismos acidéfilos que rio abajo se

encuentran dos genes anotados como pstCI y pstC2 que cumplirian el rol de permeasas

de fosfato segiin lo anotado en el genoma disponible, y su disposicién en el genoma
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muestra que es posible que los tres genes estén formando un operén. En algunos
organismos se aprecia que en vez de pstC2 se encuentra pstd, que también tiene la
funcién de permeasa. Por otro lado, pstS de E. coli se encuentra dentro del operén
pstSCAB-phoU, algo que no ocurre para los otros organismos analizados (Figs. 19). Si se
analizan los contextos gendmicos alineados con pstS2 como referencia (Fig. 20), se
encuentra una zona cuya secuencia ha sido descrita previamente como un operén Pho
putativo en 4. ferrooxidans, que se asemeja al operén pstSCAB-phoU de E. coli (Veray
col., 2003) pero que incluye los genes ppx, phoB 'y phoR. Estos ultimos genes en E. coli
estin presentes en otras zonas del genoma. En ambos alineamientos se obtiene un
contexto gendmico de M. tuberculosis que estd centrado en pstSI, que aparece mds abajo
en el orden de porcentaje de identidad dentro de las especies, lo que significa que la
identidad con el contexto de A. ferrooxidans ATCC 23270 es menor si se toma como
referencia pstS2 que con el contexto de pstSI (Fig. 20). En el contexto gendmico de
Sulfobacillus acidophilus se encuentra rio abajo de pstS el marco de lectura abierto
TPY_2851. Este gen estd anotado como una permeasa de aminodcidos, y no posee
identidad de secuencia significativa (sobre 25%) con alguna de las proteinas de
A. ferrooxidans anotadas como permeasas de fosfato.

De los organismos analizados en Absynte, todos poseen genes anotadc;s como los
reguladores del sistema Pho, phoB y phoR, pero se dan casos en los que esta situacion
no es evidente. Por ejemplo A. capsulatum no posee genes anotados como phoB o phoR,
pero por alineamiento de secuencia con los genes de 4. ferrooxidans y E. coli se

identifican dos genes, ACP_0935 y ACP_0936, que podrian cumplir el rol de phoB y

phoR respectivamente, y por su disposicion en el genoma aparentan formar un operén.




o~
on

*9JUASqQy 9PSIp OPedIPOIA]
"BIOUDIRJI OWOD (LTET DDLV SubpixooLidf 'y op [§isd Opuezijn SOOIWQUSS SOIXSIUOD P OJUSIWEIUIY ‘6 eAnSig

1582 wisd oisd

e o o

wisd  opsd sisd

S f— (e

zsisd tyisd zoisd  gsisd

118} o161 S8l
visd Oisd 1Sisd
y oy ("
osel vLEL €LE1 F4%
5= .
1/ K 1€ ] mill
v X A A} N \] N N
9251 T4+ vZsi €251 0zst 6161 8161 L1S) e15+7% GGl
- )
w— ) (7 — d—— — ()
2191 9191 SI91 191 €191 ci91 [ 4%:1 0191 vbua 8091 2091 9091 S091 v091

8200y

ﬂXHaAH e, e oy &

— c&_m!:mgv ZyeL  coisd yousd isisd

861

ybua 9E6L  SE6L ssuy ods/ 261

GOLHQ 4GNS gL M
1100 eiyousyds3

BYLEH
SISOINaIaqN] WNUBORGOdAN

AdL
snjiydopioe snjpoeqoyns

Loeniy
WnioARINW Wniiydipoy

Sar
wnjdAzo wnipydipioy

96446 00LY
winjensdes wnuseqopIoy

L NS
SNpJED SNjjieqoIy)IpRY

€SS
SUBJOALLIB) ST{IIOBQOIIPIY

£66€S OOLY

SUBPIX0QLIS) SNJ{IeqOIIPIY

] AUA - _AUA 1< ﬂ 04262 D01V

SUBPIX00LIB) STYIIRGOIJIIPIOY




38

*9UASQY OPSIp OPEOIJIPOJA "BIOUAIDJOI

0wod (LTET DILV Suppixoosidf 'y op 7g§isd Opuezinn SodIUQUIS SOJXOJU0D dPp OJUSIWEAUIY ‘07 eAnSif

ezwisd  opsd 1sisd gisd zsisd

—, o e g

1582 sisd 0192

CKio—

vi6lL Si6l 9161

PAL- T 111 Si6lL

R e

visd oisd sisd

&

zsisd

AEAUAUAUH

noyd gisd  wisd s

T

el zeLL €eLL

| émm e e 6
743

€621 Z6CL  16zk  06ZL [:1:743 88zl 1821 9821 S821

i .

ivisd  zowd  ggsd  SISOIn0Iegn) wnuejoeqooi

OE

SNHYAOPIOE STIOBQOYNS

9r¥ NSO
snuepjesopioe snjoeqopAdly

roeniv
WRIOANU WYY

Sdr

b¥oL
SNUEPIBIOPIO. SNjjDeGOIAINY

96445 D01V
wmemnsded wnuejoeqopy

H0LHQ A1SGNS 24
100 enyousyos3

AH.:w

opsy  SPPIED SHjORGONPOY

€SS
SURIOALLIB) STIBQOIHIPIOY

i o H«ﬂﬁﬂi L nes kG

09LL  6SkHE 4501 9SkL SSLL ¥SLL (4133 ISk 0StL

_ﬂ@ ) b oo,

D () G e )

is?!m xod noyd gisd  wyisd  zoid  gsysd yoyd goyd ElT

6viL R vk bl SusppOcle
u AUA.U.,. v% 02262 001v
wnd o SUBPIXOQLI3] STYIOBGOIIIPIY




39

S. acidophillus 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 vicR y
PhoR. Segin las caracteristicas que muestra la base de datos de vicR, éste serfa

equivalente a phoB, y al igual que en el caso anterior, estarian formando un operdén

phoBR.



4. DISCUSION

4.1 Obtencién de las proteinas del secretoma

El presente Seminario de Titulo se realizé bajo el marco del estudio de las
proteinas del secretoma de la cepa ATCC 23270 de 4. ferrooxidans. La obtencién de un
extracto de las proteinas extracelulares se llevd a cabo segiin lo descrito anteriormente
en nuestro laboratorio (Pagliai, 2007).

En dicha ocasion se estudiaron diferentes métodos para la obtencion de proteinas
del secretoma de A. ferrooxidams, considerando factores importantes que se hacen
presentes con las caracteristicas fisiologicas del microorganismo, tal como son la baja
densidad celular que alcanza en su fase estacionaria, de aproximadamente 2010%
células/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 concentracién de proteinas que son
secretadas, aproximadamente 1,4 mg/L.

A pesar de existir multiples métodos de precipitacién de proteinas, son pocos los
que permiten realizar un analisis de funcionalidad posterior a su obtencién. Junto con el
método TPP utilizado en la presente investigacion, se estudiaron previamente los
métodos de precipitacion con 4acido tricloroacético (TCA) y con solucién rojo de
pirogalol-molibdato-metanol (PRMM), 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 método TPP a pesar de que no consigue un alto rendimiento de extraccion, permite

40
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obtener proteinas en estado nativo, y recientemente se ha reportado que este método no
afecta mayormente la estructura secundaria de las proteinas tratadas (Rather y Gupta,
2013), a pesar de que se podria considerar agresivo al tener factores como la saturacién
con sulfato de amonio, cosmotropia, aumento de la tension superficial, exclusién y
compactacion, y en donde Ia fraccién de proteinas es precipitada en la interfase generada
entre la fraccién acuosa y la fase orgénica. Junto con su simpleza, supone un
procedimiento mds conveniente si se compara con otros métodos més utilizados.

Al agregar un concentrado del secretoma obtenido a un cultivo de
A. ferrooxidans crecido en azufre, se logré reproducir el efecto observado previamente
en el laboratorio, en donde la fase de retardo que es caracteristica 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 metabélico,
facilitar la adherencia sobre el sustrato, favorecer la formacion de una biopelicula o por
la captacion de nutrientes en el sobrenadante del cultivo. La secuenciacién de algunos de
los componentes del secretoma realizada previamente (Jerez y Pagliai, 2009) muestra
que éste estd compuesto por proteinas que cumplen un variado espectro funcional como
transporte de sustratos, rutas metabélicas, 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 funcién en el secretoma pudiese ser més
importante para el crecimiento del cultivo. Con este criterio, se eligieron tres de las

proteinas mas representativas del sobrenadante de cultivo con el propésito de estudiarlas
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de forma individual en ensayos funcionales. Estas proteinas son AfPstS-1, TTH y

AFE_0043.

42  Clonamiento y expresion recombinante de genes de interés

La amplificacion de los genes se realizé de forma de amplificar el gen completo,
incluyendo el péptido sefial y el codon de término de la transcripcién y asi sobreexpresar
la proteina completa, evitando la fusién con el marcaje de polihistidina que el vector
pTrcHis2A codifica en el extremo C-terminal para evitar posibles interferencias del
epitope al momento de detectar un posible efecto del extracto sobre el crecimiento. La
induccién de la expresion de las protefnas entregd los resultados esperados para
AFE_0043 y TTH, en donde se visualizaron las bandas de proteinas en el peso estimado
seglin su secuencia en los geles de poliacrilamida posterior al procesamiento del péptido
sefial por parte de la maquinaria de secrecion del sistema Sec de E. coli, tanto de la
fraccion total como de la fraccion soluble del cultivo de induccién. 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. coli con un peso similar a AfPstS-1. Sin embargo, el extracto total
que contiene AfPstS-1 es el tinico que mostré un efecto en los ensayos para detectar un

posible efecto de las proteinas individuales.

4.3  Determinacién del efecto de las proteinas seleccionadas
Los ensayos realizados muestran que entre las tres proteinas escogidas desde el
secretoma, solo AfPstS-1 presenté 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 agregd el extracto total
libre de células cuyo vector de expresion 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 agrego6 un extracto. Es posible que esto se deba
a que dicho extracto de E. coli posee restos orgénicos como ADN, metabolitos y
proteinas, que potencialmente resulten en una facilitacién de la adherencia a las perlas
de azufre o sean absorbidos por 4. ferrooxidans, lo que haria que las bacterias del
cultivo dedicasen su energia a otros procesos metabdlicos como sintesis de 4cidos
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 expresion llegarian solo al 2% del méximo 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 A4. ferrooxidans.

Se observo que AfPstS-1 elimind la 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 concentracion de 25 pg/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 AfPstS-1 podria 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 sélido o ejerce su funcién 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 también posee un efecto
intrinseco sobre el crecimiento. Previamente se han publicado estudios que dan cuenta
de cambios en el proteoma y en la fisonomia de 4. ferrooxidans cuando se cultiva en
carencia de fosfato (Seeger y Jerez, 1992; Seeger y Jerez, 1993) y ademas se ha
reportado que A. ferrooxidans sobreexpresa ambas PstS en carencia de fosfato, (Vera y
col., 2003, Vera, 2006) y estan presentes en el periplasma debido a que poseen un
péptido sefial del sistema Sec (Chi y col., 2007). Coincidentemente, A. ferrooxidans se
adhiere més rdpidamente al sustrato cuando es cultivado en condiciones limitantes de
fosfato (Amaro y col., 1993), sugiriendo que puede existir una relacion entre la AfPstS-1
extracelular y la adherencia al sustrato. Es posible que AfPstS-2 también tenga un rol en
la adherencia al azufte, pero esta proteina no se encontré entre las que se eligieron para
su identificacion desde los geles bidimensionales del secretoma, por lo que no podemos
asegurar la ausencia de esta proteina en el sobrenadante de cultivo de 4. Jerrooxidans.
Se ha demostrado que la carencia de fosfato en A. ferrooxidans induce la expresion del
sistema de quorum sensing (QS) de tipo Al-1 canénico y funcional, a través del aumento
de la transcripcion de gfel, y por lo tanto, los niveles de acil-homoserinas lactonas
(AHL) (Farah y col., 2005). Ademds, al afiadir AHL de cadena larga a cultivos en azufre
y pirita se incrementa la adherencia de 4. ferroxidans al sustrato s6lido (Gonzélez y col.,
2012). Es posible que este sistema actlie de forma similar a lo descubierto en P.
aeruginosa, donde el regulador transcripcional PhoB induce la expresion del sistema de
QS en carencia de fosfato afectando su motilidad (Blush-Kadosh y col., 2013).

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

sobreexpresién de protefnas del sistema Pst en otros organismos, las que resultan estar
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involucradas en la adherencia durante el proceso de formacion de biopeliculas mientras
ocurre la infeccién del hospedero, cuyas PstS o proteinas de anotacion similar estin

expuestas en la Tabla 3.

Tabla 3. Presencia de PstS en las diferentes bacterias identificadas en las bisquedas de identidad de
secuencia y en la base de datos del NCBI.

Proteinas Proteinas con
Especie anotadas como anotaciéon Acceso
PstS similar®
A. ferrooxidans 23270 2 - YP_002426348.1; YP_002425864.1
A. ferrivorans SS3 - 2 YP_004783769.1; YP_004783991.1
A. caldus SM-1 2 - YP_004748729.1; YP_004749082.1
A. capsulatum 51196 2 - YP_002755580.1; YP_002755968.1
A. multivorum - 1 YP_004284388.1
A. cryptum JF-5 - 1 YP_001235035.1
Acidocella sp. - 1 WP_008494697.1
A. acidocaldarius Tc-4-1 - 1 YP _005518445.1
S. acidophilus TPY 1 1 YP_004720748.1; AEJ41005.1
M. tuberculosis H3TRv 3 - B LT Toa.1;
E. coliK-12 1 - NP_418184.1
P. aeruginosa PAO1 1 2b NP—254%51_?;3; 61\111332.21?’1238‘11);
B. subtillis 168 1 - NP_390378.1
P. mirabilis H14320 - 1 YP_002152594.1
S. mutans UA159 - 1 NP_721524.1

* Se incluyeron proteinas cuya anotacién no las identifica directamente como PstS, pero si como proteina
de unién de fosfato. ® Proteinas hipotéticas.

En la principal bacteria culpable de la caries dental, Strepfococcus mutans, un
sistema Pst intervenido al introducir una insercién en el gen pstS presenta un menor
crecimiento y resulta en una menor capacidad para formar biopeliculas, especificamente
sobre una superficie abi6tica con el objetivo de simular el esmalte dental, en condiciones

de abundancia de fosfato inorgénico (Luz y col., 2012).
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El homoélogo de pstSI en Pseudomonas aeruginosa y en Pseudomonas putida
forma parte de una serie de genes que se han asociado al proceso de adherencia a las
células epiteliales del sistema gastrointestinal. En estos casos, una baja concentracién de
fosfato en el medio induce la formacién de apéndices extracelulares independientes del
pili, que estdn compuestos por PstS y otras macromoléculas, siendo esenciales en la
adherencia a las células epiteliales y su posterior disrupcion, y ademas estaria asociado
al sistema alternativo de secrecion de Tipo II Hxc, también inducible en carencia de
fosfato (Zaborina y col., 2008; Duque y col., 2013). De forma interesante, PstS de
P. aeruginosa posee un porcentaje de identidad demasiado bajo con AfPstS-1 para poder
realizar un alineamiento de secuencia, y con AfPstS-2 tiene un 30% de identidad, pero
ésta es cubriendo la mitad de la secuencia de AfPstS-2. Esto se repite con EcPstS, donde
la identidad es ain menor, llegando al 22% con el homdlogo de P. aeruginosa, pero
cubriendo el 23% de la secuencia de la proteina de E. coli. Realizando busquedas de
secuencias en la base de datos con PstS de P. aeruginosa, se encuentran dos proteinas
hipotéticas similares que han sido anotadas en la Tabla 3.

El homologo PstS-1 de Mycobacteriun bovis 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 (Mattow y
col., 2003) y la disrupcién del gen provoca una baja en la virulencia de M. tuberculosis
(Peirs y col., 2005).

En Proteus mirabilis, un patogeno 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, especificamente pstS y pstd, resultan en que dichos mutantes
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vean atenuada su capacidad de formacion de biopeliculas, proceso esencial en la
infeccién, siendo més critica la mutacion en pstS (O’May y col., 2009).

En el caso de Bacillus subtilis, 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 estd involucrada
directamente en la adherencia de E. coli, especificamente de cepas enteropatogénicas, en
donde se ha demostrado la implicancia del operén Pst en la adherencia a células
epiteliales del sistema gastrointestinal. Aqui, cepas mutantes polares y no polares de
pstS, mostraron diferentes grados de adherencia en los sistemas de estudio, siendo el
mutante no polar, que presenta un sistema Pho en expresién constitutiva, el que
mantenia los niveles de adherencia a niveles normales, indicando que en este
microorganismo la unién a las células epiteliales depende de genes que se inducen
gracias a la actividad del sistema Pst-Pho en condiciones limitantes de fosfato (Ferreira 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 proporcién en el secretoma
obtenido por la particion en tres fases.

Al ser AFE_0043 una proteina hipotética, no existen estudios especificos de su

caracterizacion. Se realizé una buisqueda por medio de BLASTp dentro de la base de

datos disponible, y se identifico la proteina putativa de uni6n a sulfato periplasmatico de




48

A. ferrooxidans ATCC 53993 con un porcentaje de identidad del 100%. Previamente
AFE_0043 habia sido anotado putativamente como modAl, determinindose su
sobreexpresion 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 més
abundante detectada en el medio extracelular, sin embargo en la literatura no existen
estudios que den cuenta de este fenémeno en 4. ferrooxidans o en otros organismos. Si
el rol de AFE_0043 es efectivamente la captacioén de sulfato en el medio extracelular,
esta funcién podria verse opacada por el material intracelular proveniente de E. coli que
podria tener la cantidad de sulfato suficiente para que la presencia de AFE 0043 sea
irrelevante. Otras alternativas que expliquen por qué la proteina no genera un efecto
detectable pueden ser que su plegamiento sea incorrecto durante la induccién de la
expresion en E. coli, 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 TTH
expresada de forma recombinante con su estructura primaria madura, obtenida a partir
de cuerpos de inclusion desde E. coli, en donde se determind que en estas condiciones es
necesario un pH 4cido para obtener un plegamiento correcto de la proteina in vitro, lo
que se condice con la acidez presente en el periplasma y el exterior de 4. ferrooxidans.
Por lo tanto, nos indica que a pesar de haber obtenido la proteina en el extracto soluble
libre de células, es posible que su conformacién 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 TTH se expresé de forma completa, por lo que su péptido sefial podria

provocar que la proteina sea exportada al periplasma y sea plegada por medio del
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sistema Sec de E. coli, pero llegando a una conformacién inactiva. Se ha determinado la
presencia de TTH periplasmatica y extracelular en 4. ferrooxidans cuando se desarrollan
cultivos en tiosulfato, pirita o azufre (Chi y col., 2007; Jerez y Pagliai, 2009; Beard y
col., 2011), en donde estaria participando en el metabolismo extracelular de compuestos
sulfurados inorganicos reducidos y describiéndose su actividad tanto en el interior como
en exterior de la célula (Beard y col., 2011). En presencia de O,, Fe* y pH écido, se
genera acumulacién de tetrationato (Druschel y col., 2003), por lo que la bacteria

sulfooxidante deberia 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, AfPstS-1 y AfPstS-2 muestra que los residuos aminoacidicos
involucrados en la unidén a fosfato inorgénico de AfPstS-1 se ven conservados con
respecto a EcPstS, excepto por los residuos Phell y Thrl41, al contrario de AfPstS-2,
que no conserva sélo un residuo, Phell. Sin embargo, AfPstS-2 posee el residuo Gly8
que comparte la misma ubicacién que Serll en AfPstS-1 y ademads conserva Thr141 del
homologo de E. coli, lo que en conjunto significaria que posee ocho residuos en su sitio
de unidn a fosfato. Asi, AfPstS-1 tendria nueve residuos interactuando con el fosfato, y
AfPstS-2 tendria ocho. Esto podria significar que AfPstS-2 posee una menor afinidad
por el fosfato. Ademas, el porcentaje de identidad entre AfPstS-1 y EcPstS es menor a la

reportada con AfPstS-2. Segin los porcentajes de identidad calculados, AfPstS-2 es el

equivalente a PstS de E. coli y ademds ambas estarian presentes en un operén Pho.
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La disponibilidad de una estructura cristalografica de PstS-1 de M. tuberculosis
permiti6 estimar la conformacion tridimensional por un método in silico del homoélogo
de A. ferrooxidans. La completa conservacién de los residuos del sitio de unién resulta
interesante ya que estd compuesto por una serie de cadenas laterales que forman un
bolsillo altamente electropositivo, que se mantienen en la misma disposiciéon en
A. ferrooxidans y estarian formando los trece puentes de hidrégeno descritos en
M. tuberculosis (Vyas y col., 2003). Al alinear los modelos obtenidos para AfPstS-1y
AfPstS-2 se observa c6mo la posicion de las estructuras secundarias se mantiene de
forma similar en ambas proteinas, conservando la estructura terciaria sin que éstas
tengan una alta identidad de secuencia (32,6%) y conservando su funcién de captar el
fosfato circundante. Como ambos modelos son hechos in silico, no es posible asegurar la
fidelidad de la alineacion de dos estructuras tedricas.

La alta acidez del medio en el que se encuentra AfPstS-1 hace que ésta esté
altamente protonada, pero sin llegar a un punto en el que su carga neta sea neutral, ya
que su pl tedrico es de 9,26. Esta alta protonacion resulta en una carga electropositiva
distribuida en toda la superficie proteica. Se podria razonar que una superficie cargada
positivamente facilitaria la unién a un anién como lo es H,POy, 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 unién, que ademas
posiblemente le permita al transportador de fosfato asociarse a las permeasas PstA o
PstB presentes en la membrana interna, como se espera para su homologo en
M. tuberculosis (Vyas y col., 2003).

Es probable que al igual que en M. tuberculosis PstS-1 cumple un rol como
factor de virulencia, se pueda establecer como un evento paralelo en A. ferrooxidans la
unién al sustrato, aunque, no se ha demostrado que PstS-1 en M. tuberculosis participe
directamente en la adherencia a las células epiteliales del aparato respiratorio, pero hay
datos que sugieren que dicho ambiente es limitante en fosfato inorgénico (Rifat y col.,
2009).

El alineamiento con la base de datos disponible permiti6 identificar homdlogos
de AfPstS-1 que compartieran una alta identidad con la proteina de estudio. De modo
interesante, la gran mayoria de los homoélogos comparten la caracteristica de ser
acidofilos (exceptuando el caso de M. tuberculosis), 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 M. tuberculosis se presentan
completamente conservados para estas especies. Este resultado sugiere que estos
microorganismos acidéfilos podrian utilizar un mecanismo de unién al sustrato similar al
de A. ferrooxidans.

Utilizando como referencia las especies encontradas en la busqueda de la base de
datos para PstS-1, se realiz6 un alineamiento de los contextos gendmicos con la

finalidad de identificar los genes que estdn en las proximidades de pstSI en

A. ferrooxidans y estudiar la posibilidad de que éstos estén relacionados transcripcional
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o funcionalmente. Rio abajo de pstSI se encuentran pstCI y pstC2, que en la literatura
estan anotadas como permeasas de fosfato inorgénico y que serian los genes cuyos
productos se encarguen de realizar el transporte de fosfato a través de la membrana
interna. pstSICIC2 seria una duplicacion truncada del operén pstS2C2AB-phoU
candnico ubicado en otra zona del genoma (Vera, 2006). En otros organismos, pstC2
esta reemplazado por pst4d que también estd anotada como permeasa. Esto permite ver
que los organismos acido6filos que se hallaron por medio de BLASTp podrian compartir
la caracteristica de poseer un operén putativo pstSCIC2 o pstSCA, que tal vez esté
involucrado en la adherencia al sustrato como los resultados en A. ferrooxidans sugieren.
El alineamiento, usando como referencia el gen afpstS2 en los mismos microorganismos,
muestra que el gen pstS de E. coli, dentro de su operén pho, tiene un porcentaje de
identidad mayor con el contexto gendémico de afpstS2 comparado con el contexto de
afpstS1, por lo que se sitiia més arriba en la lista de genomas. Previamente (Vera, 2006)
se estudié la induccion de los genes del reguldn Pho en situacion de carencia de fosfato
en un medio con tiosulfato como sustrato, a través de macroarreglos de ADN. Se
encontrd que los genes pstC2, pstd, pstS1, phoU, phoB presentan niveles de transcrito
mayores de tres veces en la condicion de carencia de fosfato, en donde los niveles de
transcrito de pstSI son los que muestran mayor induccién. Cuando se realizaron
experimentos en un medio sin fosfato, los genes pstSi, pstS2, pstCl, pstC2 'y pstd
presentaron un aumento de la transcripcién de mas de tres veces comparada con la
presencia de fosfato. Nuevamente, pstSI fue el gen que present6 el mayor aumento en
sus niveles de transcrito. Junto con estos resultados, se realizé un PCR en tiempo real

para analizar el nivel de expresion de pstSI y pstS2 en medios con tiosulfato o i6n
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ferroso como sustrato, encontrandose nuevamente con altos niveles de induccion de
pstSI por sobre los de pstS2. Esto llevo a la conclusién de que el aumento de los niveles
de transcrito de pstSI es independiente de la fuente de energia utilizada por
A. ferrooxidans cuando ésta se enfrenta a una carencia de fosfato. Cabe destacar que la
notacién 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 identifican genes putativos que podrian ser los
sistemas de transporte de fosfato cuando éste se encuentra en bajas concentraciones en el
medio, conservdndose en organismos acidéfilos y neutréfilos, y que ademaés
posiblemente estén 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. ferrivorans, A. caldus, A. capsulatum,
A. cryptum, A. multivorum y S. acidophilus se han encontrado en drenajes 4cidos de
mina o son capaces de participar en procesos de biolixiviacion (Escobar y col., 2013;
Dopson y Lindstrom, 1999; Garcia-Moyano y col., 2007; Kishimoto y col., 1991;

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



5. CONCLUSIONES

La proteina AfPstS-1, que forma parte del secretoma de 4. ferrooxidans 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. aeruginosa, sugiriendo que
AfPstS-1 podria actuar como intermediario entre la bacteria y su sustrato.

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

Las estructuras terciarias de AfPstS-1 y AfPstS-2 son altamente conservadas con las
de su homdlogo de M. tuberculosis. El sitio de union a fosfato de AfPstS-1 también
presenta alta identidad con el de ofras proteinas PstS homologas de
microorganismos acidéfilos.

Otras especies acidofilas que se han encontrado en procesos de biolixiviacién de
minerales sulfurados, también poseen proteinas ortlogas a PstS-1 con contextos
gendmicos semejantes, por lo que esta proteina podria cumplir una funcién similar
en todos estos microorganismos que viven en ambientes parecidos.

Como proyeccion de estos estudios serd importante el estudio futuro del efecto de
PstS-1 en 4. ferrooxidans crecido sobre minerales para establecer su posible

aplicacion en biominerfa.
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