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“Los seres humanos no nacen para siempre el dia en que sus madres los alumbran,
sino que la vida los obliga a parirse a si mismos una y otra vez”.

Gabriel Garcia Marquez.
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1. Resumen,

El “Quorum Sensing” (QS) es un sistema de comunicacién bacteriana que controla la
expresion de ciertos genes en funcion del tamafio poblacional. Existen varios tipos de
sistemas de QS. El sistema mds generalizado en bacterias Gram negativa es el QS de tipo
Al-1, en el cual estan involucradas dos familias proteicas. Una es la familia R, compuesta
por factores transcripcionales cuya actividad depende de acil-homoserina lactona (AHL) o
autoinductor de tipo 1. La otra es la familia I, compuesta por sintasas de AHL. Las AHLs
son moléculas organicas pequefias que se acumulan en el medio a medida que la poblacion
bacteriana aumenta. Cuando se alcanza una concentracion umbral de AHL, esta se une a los
reguladores R, que regulan Ia transcripcion de sus genes blancos. En nuestro laboratorio se
analizé por métodos bioinformaticos la secuencia del genoma de A. ferrooxidans ATCC
23270 y se descubrio dos marcos abiertos de lectura (ORFs) que codifican para dos
proteinas que presentan una similitud de 60 % y 64% con las proteinas Bvel y BveR de
Burkholderia cepacia que son miembros de las familias I/R del sistema QS de tipo Al-1. A
estos ORFs los denominamos afel y afeR. Estos antecedentes dieron indicios de la
existencia de un sistema de QS de tipo Al-1 en 4. ferrooxidans. Se decidié determinar si
efectivamente este sistema se encontraba en 4. ferrooxidans porque en otras bacterias Gram
negativas el QS de tipo Al-1 esta implicado en el desarrollo de la biopelicula que es muy
importante en el proceso de lixiviacién de minerales que realiza 4. ferrooxidans. Para esto
se realizé el andlisis de extractos de sobrenadantes de cultivos de 4. ferrooxidans para
detectar si este microorganismo produce AHLs. También se hicieron estudios de RT-PCR

para ver si los genes afel y afeR se expresan. Adicionalmente para caracterizar el sistema se




llevaron a cabo estudios de la transcripcion de afel y afeR durante la curva de crecimiento
bacteriano.

Se observo que A. ferrooxidans produce AHLs y que los genes afel y afeR se transcriben,
Estos hechos sugieren que existe un sistema de QS de tipo Al-1 en 4. ferrooxidans.

Los estudios por PCR en tiempo real de la variacion en la expresién del par génico
afellafeR en funcién de las distintas fases del crecimiento bacteriano dieron como reSI;ltado
que la expresion de gfel aumenta en la fase estacionaria temprana v estacionaria tardia del

crecimiento con respecto a la fase exponencial media, mientras que la expresion de afeR no

varia a lo largo de la curva de crecimiento.




2. Summary.

Quorum Sensing (QS) is a bacterial communication system where gene expression is under
control of cell density. There are several types of QS systems. The most common system in
Gram negative bacteria is the QS type Al-1. Two protein families are involved in this
system: The R protein family composed of transcriptional regulators whose activity
depends on the acyl-homoserine lactone (AHL) or autoinducer type 1 (Al-1) and the I
protein family composed of proteins which produce AHLs. The rise of AHLs concentration
is proportional to an increase in population. When the concentration of AHLs reaches the
threshold, the AI interacts with its respective R regulator and the transcription of target
genes is regulated. In our laboratory through bioinformatics methods, we discovered two
open reading frames (ORFs) inside the genome sequence of A. ferrooxidans ATCC23270
encoding for two putative proteins which exhibit 60% and 64% similarity to Bvel and
BveR from Burkholderia cepacia. Bvel and BveR are members of I/R protein families.
These ORFs were called gfel and afeR. The results found suggest that A. ferrooxidans
should have a QS type AI-1. As the QS type Al-1 regulates the biofilm formation in many
Gram negative bacteria and biofilm is important for bioleaching process we decided study
if the QS type AlI-1 mediated by afel and afeR is present in 4. ferrooxidans. We analyzed
supernatant extracts of 4. ferrooxidans cultures through reverse phase liquid
chromatography fit with mass spectrometry to check if 4. ferrooxidans produce AHLs.
Moreover the expression of gfel and afeR was investigated through RT-PCR. The results
shows that A. ferrooxidans produce AHLs and the genes afel and gfeR are transcribed in 4.

ferrooxidans. These results reveal that 4. ferrooxidans should have a QS type Al-1.




In addition Real Time PCR experiments revealed that the transcriptional level of afel
increased in early and late stationary phases with respect to middle exponential phase while

the expression of agfeR appeared invariable in all growth phases.




3. Introduccion.

3.1. Quorum Sensing.

Las baci:.erias se comumican unas con otras mediante sefiales quimicas que permiten
sincronizar actividades de grupo. El “Quorum Sensing” (QS) es un tipo de comunicacién
bacteriana en que se producen y liberan pequefias moléculas llamadas autoinductores (Al)
que se acumulan en el medio incrementandose su concentracion a medida que la poblacion
crece. Cuando se alcanza una concentracion umbral de Al las células detectan estas
moléculas y regulan la expresion genética en funcién de la densidad poblacional (Miller y
Bassler, 2001).

En el QS de bacterias Gram positiva las moléculas que actiian como autoinductores son
pequefios péptidos modificados que se exportan via transportadores ABC. Para regular Ia
expresion genética estos péptidos se unen a una protefna kinasa sensora activandola. Esta
profeina kinasa pertenece a un sistema de dos componentes por lo que iransfiere la
informacién sensorial activando a un regulador transcripcional {(mediante fosforilacion),
que se encarga de regular la transcripcion de los genes blanco (Miller y Bassler, 2001).

En bacterias Gram negativa la molécula autoinductora es una molécula del tipo acil-
homoserina lactona (AHL). Esta molécula es detectada y su informacion es transferida a
través de un sistema de dos componentes en un sistema de QS hibrido 6 maés
frecuentemente, es detectada por un regulador transcripcional especifico que reconoce a la
AHL en el interior de la célula y controla la expresion génica, siendo este el sistema de QS
de tipo Al-1 que esta presente en la mayor parte de las bacterias Gram negativa (Miller y

Bassler, 2001; Waters y Bassler, 2005).




Ademds, existe ofro tipo de sistema QS que se encuentra tanto en bacterias Gram positiva
como en Gram negativa y estd involucrado en la comunicacién interespecifica. Este sistema
se denomina QS de tipo Al-2, debido a que la molécula sefial se designa como AI-2. Esta
molécula es del tipo furanosil borato diéster. Fue originalmente identificada en Vibrio
harveyi y su produccion depende de LuxS, proteina que esta ampliamente conservada en

bacterias Gram positiva y Gram negativa (Chen y col., 2002).

3.2, Quorum Sensing de tipo AJ-1.

El QS de tipo Al-1 se descubrio en la bacteria luminiscente marina Vibrio fischeri, que vive
de forma planténica y en asociacion simbidtica con el calamar Euprymna scolopes, donde
coloniza el érgano de luz y crece a expensas de los nutrientes proporcionados por el
calamar. A cambio V. fischeri produce luz, que el calamar usa para protegerse de la
depredacion (Waters y Bassler, 2005).

La generacion de luz depende de un regulén compuesto por el gen xR, que codifica para
el regulador transcripcional que detecta AI-1, y el operén /ux que contiene al gen Jux], que
codifica para la sintasa de Al-1, los genes Jux4 y luxB que codifican para las subunidades o
y B de la luciferasa, y los genes luxC, luxD y luxE, que codifican polipéptidos involucrados
en la sintesis del aldehido, sustrato de la Iuciferasa (Choi y Greenberg, 1991) (Fig. 1a).

En V. fischeri el operdn hux esta regulado por el QS de tipo Al-1 (Fuqua y col., 1994). En
esta bacteria Luxi produce N-3-(oxo-hexanoil) homoserina lactona (3-0x0-Cg-AHL), que se
acumula en el medio extracelular a medida que la poblacién crece. Cuando alcanza una

concentracién umbral de 5 a 10 nM, el 3-0x0-C¢-AHL entra a la célula y se une a la




proteina LuxR, la cual se une a la regién promotora del operdén /ux y activa la expresion de

los genes luxICDABE.
a
s 7 011 T 7 M7 T M7 I
10 -5 47 10
b
“Cagalux” V. fischei ACCTGTAGGATCGTACAGGT
Consenso NNSTGNAXGATNXNNCASNT

Figura 1. Organizacion genética y estructural del operén /ux. a) Loci lux: Est4 formado por
dos unidades que se transcriben divergentemente, el operon /ux (flechas turquesas) y el gen
luxR (flecha morada). En el espacio intergénico estan presentes una “caja /ux” (cuadro
amarillo) rio arriba del gen /ux/ y un sitio de unién para CAP (cuadro gris). b) Caja [ux: La
secuencia superior es la “caja /ux” de V. fischeri y la secuencia inferior representa la
secuencia consenso (Dunny y Winans, 1999). (Abreviaturas del consenso N = A, T, C o G.
S =C o G. X=N o un gap en la secuencia).

El sistema QS de tipo Al-1 de V. fischeri conformado por el par LuxI/R es considerado el
sistema candnico para este tipo de comunicacion en bacterias Gram negativa. En los
ultimos afos se ha identificado proteinas homoélogas al par LuxI/R en mas de 70 especies
de bacterias Gram negativa (Henke y Bassler, 2004).

Las proteinas que sintetizan las AHLs estdn conservadas evolutivamente y conforman la
familia I de sintasas de Al-1. Las proteinas que actian como elementos de respuesta
especifica para estos Al-1 forman otro grupo conservado evolutivamente denominado

familia R de reguladores transcripcionales. El par genético I/R esta ligado fisica y

funcionalmente, formando un casette regulatorio que coevoluciona (Gray y Garey, 2001).




Entre las bacterias Gram negativa que tienen un sisiema de QS tipo A-1 se incluyen las
proteobacterias ptrpuras fototrdpicas, vibrios marinos, bacterias de la rizésfera y patégenos
oportunistas de plantas y animales. En estos microorganismos el QS regula multiples
funciones tales como la sintesis de exoenzimas, conjugacion, sintesis de exopolisacéridos
(EPS), produccion de antibidticos, luminiscencia y formacién de biopeliculas (Gray y
Garey, 2001; Pirhonen y col., 1993; Fugna y Winans, 1994; Marketon y col., 2003; Dunlap,

1999; McGowan y col., 2005; Davies y col., 1998).

3.2.1. Familia de Proteinas R.

La familia de proteinas R son miembros de la familia de reguladores transcripcionales
UphA/FixJ, sin embargo, las proteinas R solo tienen similitud en el dominio de unién a
DNA con los miembros de esta familia, por lo que forman una subfamilia aparte (Sitnikov
y col., 1995).

Estructuralmente las proteinas R estdn compuestas por dos dominios funcionales. El
dominio carboxilo terminal que contiene un motive de unién a DNA y el dominio amino
terminal que posee el sitio de unién para la AHL (Miller y Bassler, 2001).

El sitio en €l DNA al que las proteinas R se unen es una secuencia que se caracteriza por
ser palindromica y corta, de longitud variable. El primer sitio descrito fue el sitio de uniéon
de LuxR al promotor del operdn lux en V. fischeri. Este sitio es una secuencia palindromica
de 20 pb denominada “caja lux”. Producto del alineamiento de la secuencia de la “caja Jux”
con otras regiones promotoras de genes regulados por proteinas de la familia R se
establecié una secuencia consenso para el sitio de union de estas proteinas (Dunny y

Winans, 1999) (Fig. 1b).




I.a mayor parte de las proteinas R descritas son activadores transcripcionales. La actividad
de estas proteinas es dependiente de Al-1, ya que en ausencia de Al-1 la regién amino
terminal enmascara al dominio carboxilo terminal impidiendo que la proteina se una al
DNA. Cuando la AHL se une a su sitio, la proteina cambia de conformacion y es capaz de
unirse al DNA y activar la transcripcion (Miller y Bassler, 2001; Choi y Greenberg, 1991).
Se han descrito algunos casos en que miembros de la familia R actian como represores
(Egland y Greenberg, 2000; Von Bodman y Farrand, 1995; Homg y col., 2002). En éste
caso la dependencia de la actividad con respecto a la AHL no tiene un mecanismo
conocido. Se cree que estas proteinas se unen al DNA en ausencia de AHL reprimiendo la
expresion de los genes blanco y cuando el Al estd presente estas proteinas ée liberan del
DNA permitiendo la expresion de los genes reprimidos (Homg y col, 2002; Von Bodman y
col., 2003).

Existen evidencias genéticas de que los miembros de la familia R se encuentran como
monomeros en ausencia de AIL y funcionan como dimeros cuando estan unidos a la AHL
(Zhao-Qing y col., 2000). Esto fue confirmado con los reportes de la estructura cristalina de
TraR de Agrobacterium tumefaciens unido a su ligando el 3-oxo-Cg-AHL y a su sitio de
unién en el DNA (Vannini y col., 2002; Zhang y col., 2002). Se observé que TraR es un
dimero asimétrico, en el que cada mordmero une una molécula de autoinductor (Fig. 2). El
mondémero de TraR estd conformado por el dominio amino terminal de unién a ligando
(aminoacidos 1 a 162) que consiste en sabanas P rodeadas de seis hélices o en donde €l Al
esta profundamente insertado entre las sabanas P y las tres hélices o superiores en una
cavidad hidrofébica, y el dominio carboxilo terminal de union a DNA que tiene una

estructura “hélice-vuelia-hélice” (HTH) (Vannini y col, 2002).
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Figura 2. Diagrama del complejo ternario [TraR/Al],TraBox. TraR
es un homodimero asimétrico siendo la subunidad B (verde) mas
alargada que la A (rojo). Cada mondmero esta compuesto por el
dominio amino terminal que une AHL (amarillo) y el dominio
carboxilo terminal que contiene el motivo HTH de uniéon a DNA
(Vannini y col., 2002).

3.2.2. Familia de Proteinas 1.

Los miembros de la familia I son responsables de la sintesis especifica de las AHLs que
actuan como Al en el QS de tipo Al-1. Pruebas bioquimicas y genéticas determinaron que
los miembros de esta familia son monomeros y tienen una baja actividad catalitica (Dunny

y Winans, 1999; Hanzelka y col., 1997).
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En esta familia el grado de conservacién es solo del 28 al 34%, sin embargo, existen
residuos conservados a lo largo de toda la secuencia de estas proteinas. En el dominio
amino terminal esta el sitio activo que contiene 10 aminodcidos conservados. La mayor
parte de estos aminocdcidos son cargados y unos pocos son de naturaleza hidrof6bica.
Mediante mutaciones puntuales se demostré6 ademds que la mayor parte de estos
aminodcidos son esenciales para la actividad enzimatica de estas proteinas. La region
carboxilo terminal es més variable pero tiene algunos amino4cidos conservados y contiene
el sitio de unién para la acil-ACP (Proteina transportadora de grupos acil) (Hanzelka y col.,
1997).

La S-adenosilmetionina (SAM) y la acil-ACP son los sustratos de las proteinas I (Val y
Cronan, 1998). El acil-ACP es un intermediario de la biosintesis de dcidos grasos (Miller y
Bassler, 2001) y SAM es un intermediario de la via de sintesis de los aminoécidos
metionina-lisina-treonina (Dunny y Winans, 1999). Las proteinas I acoplan un acil-ACP
especifico a SAM por medio de la formacién de un enlace amida entre la cadena acil del
acil-ACP y el grupo amino de la homocisteina del SAM, formando un intermediario acil-
SAM que se lactoniza liberando metiltioadenosina y AHL (Miller y Bassler, 2001).

En base a la estructura de las proteinas I cristalizadas Esal de Panfoea stewartii ssp.
stewartii y Lasl de Pseudomonas aeruginosa (Fig. 3), se confirmé que estas protéinas son
monoémeros en solucién y su estructura consiste en una plataforma de laminas B
fuertemente comprimida que esta rodeada de hélices « las que forman un tinel hidrofébico
en el que se acomoda la cadena acil del acil-ACP para la sintesis de AHIL. (Gould y col.,

2004; Watson y col., 2002).
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Figura 3. Estructura cristalina de Lasl. La
proteina Lasl es un mondémero cuya estructura
consiste en una plataforma de laminas } rodeada
de hélices a. La coloracion del azul al rojo de las
laminas P y hélices a indican la posicion de los
residuos dentro de la secuencia con respecto al
amino y carboxilo terminal (Gould y col., 2004).

3.2.3. Autoinductor.

Las AHLs son moléculas pequefias de caracter hidrofébico formadas por un anillo lactonico
unido a una cadena acil, cuya longitud varia entre 4 y 18 carbonos. La cadena acil puede
tener alguna insaturacion y estar o no sustituida en el carbono 3 por un grupo carbonilo o
hidroxilo (Fig. 4) (Miller y Bassler, 2001). En un principio se creia que todos los tipos de
AHLs se movian libremente a través de la membrana (Flavier y col., 1998). Sin embargo,
actualmente se postula que las moléculas de AHLs de cadenas cortas como el C4-AHL se
mueven mediante difusion por la membrana, mientras que las AHLs de cadena larga como
3-0x0-C>-AHL entran a la célula por difusion y salen a través de un transportador de

membrana, el MexAB-OprM (Yates y col., 2002; Pearson y col., 1999).
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Figura 4. Ilustracion de los distintos tipos de AHLs. Las cadenas acil unidas al anillo
lactonico pueden tener distintos sustituyentes en el carbono tres y pueden ser insaturadas
(circulos rojos) (Dunny y Winans, 1999).

3.2.4. Otras AHL sintasas.

Ademas de la familia de proteinas I existen otras dos familias de proteinas que sintetizan Al
del tipo AHL. La familia de LuxM fue identificada en Vibrio harveyi y se ha identificado
un homélogo en V. fischeri, AinS, que coexiste con Luxl y sintetiza la Cg-AHL en V.

fischeri (Wilson y col., 1995).

El tercer tipo de AHL sintasa fue identificado en Pseudomonas fluorecens. En este
microorganismo se encontré que la proteina HdtS es capaz de sintetizar mas de un tipo de

AHLs tales como: C¢-AHL, Cjo-AHL y 3-hidroxi-C,4.;-AHL (Lave y col., 2000).
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3.3. Regulacion del sistema I/R.

3.3.1. Aspectos generales.

El sistema QS de tipo Al-1 es similar en todas las bacterias en que se ha descrito, sin
embargo, las proteinas tipo I/R estin casi siempre integradas en redes de regulacion
relacionadas con cambios de la expresion genética en respuesta a sefiales ambientales. Esta
integracién ocurre a través de la regulacién de los genes de tipo I/R (Ledgham y col,
2003). Debido a esto la regulacion de estos genes es distinta para cada especie bacteriana y

esta relacionada con la red en que estdn insertos.

3.3.2. Regulacién del sistema I/R en Vibrio fischeri.

La regulacion del sistema QS en V. fischeri estd ligada al control de la produccion de la
bioluminiscencia debido a que los genes Jux] y JuxR son parte del regulon /ux (Fig. la).
LuxR se une a su propio promotor activando su transcripcién a bajos niveles de
autoinductor, pero a altos niveles LuxR se autoreprime {Dunlap y Greenberg, 1988; Shadel
y Baldwin, 1991). La auforepresion de /uxR requiere ademas de un elemento de regulacion
negativa presente en el operdn luxICDABE que es una secuencia corta parecida a la “caja
luxR”. Este elemento y LuxR interactiian formando un loop, el ¢cnal causa la represion de
fuxR (Shadel y Baldwin, 1991). A dlta concentracion de Al-1 LuxR activa la transcripeion

de il iniciando asi un circuito de control positivo (Ulitzur y Kuhn, 1988).
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3.3.3. Regulacién del sistema I/R en Agrobacterium tumefaciens.

Los genes I/R en A. tumefaciens se encuentran en el plasmido Ti. Hay dos clases de
plasmidio Ti, uno depende de octapina e induce #raR via el activador transcripcional OccR
que responde a octapina, y el otro plasmido Ti es regulado por las agrocinopinas A y B que
inducen la expresién de fraR a través de la inactivacion del represor transcripcional AccR
(Miller y Bassler, 2001). TraR activa la transcripcién de tral y traR creando un ciclo de

retroalimentacion positiva (Fuqua y col., 1994).

3.3.4. Regulacion del sistema I/R en Pseudomonas aeruginosa.

En P. aeruginosa existen dos sistemas de Quorum Sensing de tipo A-1. Esta el sistema

LasI/R y el sistema RhII/R. Ambos sistemas estin conectados y se activan de forma

jerarquica, ya que LasR regula positivamente la expresion de rA/R. Por otra parte también

se forma una retroalimentacion positiva en ¢l sistema debido a que LasR activa la expresion

de lasI y RhIR induce la expresion de rhll (Miller y Bassler, 2001).

3.4. Acidithiobacillus ferrooxidans.

3.4.1. Caracteristicas generales.

4. ferrooxidans fue el primer microorganismo descubijerto capaz de oxidar minerales. Es

una y-proteobacteria Gram negativa, meséfila y acidofila. Su temperatura de crecimiento

o
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estd entre los 20 y 35 °C, y su pH 6ptimo entre 1,8 y 2,0. Es un quimiolitoautétrofo.
obligado, cuya fuente de electrones la constituyen el ion ferroso y una variedad de
compuestos reducidos de azufre. Es un microorganismo preferentemente aerébico, pero
también es capaz de usar idn férrico como aceptor de electrones. Es capaz de fijar CO; y

algunas cepas son capaces de fijar N; (Rawlings, 2002).

3.4.2. A. ferrooxidans 'y QS de tipo Al-1.

A. ferrooxidans es uno de los microorganismos presentes en los consorcios microbianos
encontrados en procesos biohidrometalirgicos por lo que es de gran importancia en
biomineria (Rawlings y Kusano, 1994). Este microorganismo se unc a la superficie de
minerales como la pirita mediante una capa de EPS. Esta capa forma una mairiz donde
eventualmente las células se dividen y forman una biopelicula (Rawlings, 2002). Esta
matriz esta impregnada de especies de Fe* acomplejados con 4cido glucurénico y sirve de
espacio de reaccion en donde la alta concentracién de ién férrico ataca quimicamente al
mineral en sus enlaces covalentes. En el proceso el ion F ¢* es reducido a i6n Fe'? que es
oxidado nuevamente por la bacteria. También en este proceso ocurre una acidificacion local
que contribuye a la disolucién del mineral (Kinzler y col., 2003).

A pesar de la importancia de 4. ferrooxidans en biomineria se desconocen muchos aspectos
de su fisiologia como su capacidad para formar biopeliculas. Debido a que este estado es
clave para la oxidacién de minerales, es de sumo interés conocer los procesos que influyen
en su formacion y desarrollo. Se ha reportado para otras bacterias Gram negativa que el

sistema QS de tipo Al-1 regula Ia produccion de EPS y ef desarrollo de biopeliculas
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(Davies y col., 1998; Von Bodman y Farrand, 1995) por lo que es relevante iniciar el
estudio del QS de tipo Al-1 en 4. ferrooxidans.

En nuestro laboratorio se analizd por métodos bioinformaticos el genoma de A.
ferrooxidans ATCC 23270 y se descubrié dos marcos abiertos de lectura (ORFs) que
codifican para dos proteinas probables que presentan una similitud de 60 % y 64% con las
proteinas Bvel y BveR de Burkholderia cepacia que son miembros de las familias /R. A

estos ORFs se los denominé afel y gfeR (Fig. 5).

PSI Ps2
afet ogf3 afeR >

Figura 5. Locus genético del QS de tipo Al-1 en A ferrooxidans. El locus estd
compuesto por el gen afeR que esta en orientacion divergente con respecto a los otros dos
genes que conforman el locus, afel y orf3 (gen de funcidén desconocida). Rio arriba de afel
y de gfeR existen dos secuencias palindrémicas (PS1 y PS2). PS1 estd conformada por dos
probables “cajas afe”.

En base a estos antecedentes que dan indicios de la existencia de un sistema QS de tipo Al-
1 en A. ferrooxidans, se inici6 este trabajo de tesis con el fin de comprobar si efectivamente
el sistema QS de tipo AI-1 esta presente en éste microorganismo. Para esto se planted
estudiar la presencia de AHLs en sobrenadantes de cultivos de 4. ferrooxidans y analizar la
expresion del par génico afel/afeR mediante RT-PCR. Una vez comprobada la existencia de
un sistema de QS de tipo Al-1 en 4. ferrooxidans se planted estudiar la variacién de la
expresion del par génico I/R en funcién de las distintas fases del crecimiento. Para Ilevar a
cabo lo anterior nos propusimos cuantificar los niveles de mRNA de gfel y afeR mediante

PCR en tiempo real y analizar la expresién de AfeR mediante western blot.
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3.5. Hipétesis.

“En A. ferrooxidans existe un sistema de QS de tipo Al-1 mediado por el par génico

afel/afeR, cuya expresion cambia durante las distintas etapas del crecimiento”.

3.6. Objetivos,

3.6.1. Objetivo general.

Determinar la produccion de moléculas del tipo AHLs por A. ferrooxidans y estudiar la

expresion de los genes afel y afeR durante las distintas etapas del crecimiento.

3.6.2. Objetiveos especifices.

1. Aislar y caracterizar moléculas de AHLs desde sobrenadantes de cultivos de A.
Jferrooxidans.

2. Estudiar la expresion a nivel de mRNA de los genes afel y afeR:

a) Mediante RT-PCR.

b) Cuantificando el mRNA durante el crecimiento bacteriano por PCR en tiempo real.

3. Estudiar la expresion de la proteina AfeR durante las distintas etapas del crecimiento
bacteriano:

a) Produccion de anticuerpos policlonales para AfeR.

b) Deteccion de AfeR por Western blot.
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4. Materiales y métodos.

4.1, Cepas, medios y condiciones de cultivo,

Tanto para los experimentos de defeccion de AHL, como para los experimentos de
expresion de los genes afel y afeR, se utilizé la cepa ATCC 23270 de Acidithiobacillus
ferrrooxidans. Se crecié este microorganismo a 30 °C con agitacion en medio 9K
modificado (pH 2,5), que contiene: 0,40 g/l de MgS04 x 7 H,O, 0,10 g/l de (NH4)2S0,,
0,04 g/l de KoHPO4x 3 H2O v 50 g/l de perlas de azufre (Arredondo y col., 1994),

Para los experimentos de clonacion y expresion de protefnas recombinantes se usaron las
cepas de Escherichia coli: TOP10F’, IM109, DH5¢ y BL21(DE3). Estas cepas se crecieron
en medio LB, el cual fue suplementado con 100 mg/l de ampicilina (L.LB-amp) y 1 mM de

IPTG cuando fue requerido. Para la preparacién de placas con medio sélido, se adicioné

agar a 1,5 % (p/v) al medio LB.

4.2. Monitoreo del crecimiento celular.

Para verificar la etapa de crecimiento en que se encontraba un cultivo se tomaron muestras
de 4 pl de cada cultivo y se realizé el conteo de células presentes en 80 cuadros chicos (Cc)
de la cdmara de conteo Petroff-Hausser, mediante el microscopio 6ptico OLYMPUS BX50.

La concentracion del cultivo se determin6 con la siguiente formula:

Concentracion=__A = ¢élulas/ml
Cc b. ¢ Vc
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A = nimero total de células contadas. C¢= nfimero total de cuadros chicos contados.

Ve=5x 10°® ml, volumen de un cuadro chico.

4.3. Extraccion de AHLs desde ¢l medio de cultivo de A. ferrooxidans.

Se tomo parte del sobrenadante de cultivos de A. ferrooxidans en distintas etapas del
crecimiento y se extrajeron y caracterizaron las AHLs como lo describié Morin y col.
(2003). Después de remover por cenfrifugacion las células, se hizo una extraccion organica
en el sobrenadante con diclorometano. Se elimino el exceso de agua de los extractos de
diclorometano con sulfato anhidrido de magnesio. Estos extractos fueron filtrados y luego
secados en un rotavapor. Los residuos fueron disueltos en 1 ml de acetato de etilo y se
analizaron mediante cromatografia liquida de fase reversa acoplada a un espectro de masas

en el Laboratorio de Biologia y Quimica Marina de la Universidad de Bretafia en Francia.

4.4. Técnicas de Biologia Molecular.

4.4.1. Extraccién de DNA genémico.

Para obtener DNA gendmico de 4. ferrooxidans se centrifugaron a 15.000 x g por 5 min a
4 °C 40 ml de un cultivo crecido en azufre. Se lavo el precipitado una vez con agua icida y
con una solucién de citrato de sodio 10 mM pH 7,0. Para extraer el DNA cromosdmico, se
usé el kit “Wizard para purificacion de DNA genSmico” de Promega®, siguiendo las

recomendaciones del fabricante para bacterias Gram negativa.
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4.4.2. Extraccion de DNA plasmidial.

A partir de cultivos de 5 ml crecidos toda la noche de E. coli DHSa que contienen el
plasmidio pETaferR, se aislé DNA plasmidial con el kit “sistema de purificaciéon de DNA
Wizard Plus Minipreps” de Promega®. Cuando se requirié una mayor cantidad de
plasmidio, cultivos de 50 ml de E. coli TOP10F’ pCRT7/NT-TOPO-afeR y IM109 pET
fueron usados para extraer DNA plasmidial con el kit “sistema de purificacién de DNA

Wizard Plus Midipreps” de Promega®.

4.4.3 Chequeo y cuantificacién de Acidos Nucleicos.

Los 4acidos nucleicos extraidos se cuantificaron midiendo su absorbancia a 260 nm y se
determiné su pureza midiendo la relacién entre su absorbancia a 260 y 280 nm.
Se chequed los 4cidos nucleicos corriendo geles de agarosa-TAE al 1% p/v. Estos fueron

tefiidos con bromuro de etidio y visualizados en un transiluminador con luz UV.

4.4.4. Digestién de DNA con enzimas de restriccién y purificacion de los fragmentos

digeridos.

Se digiri6 10 pg de pCRT7/NT-TOPO-afeR con 70 U de Ndel y 90 U de Hindlll, y 5 pg de
PET con 60 U de Ndel y 80 U de Hindlll. La digestion se llevé a cabo por 2 ha 37 °C. Las

enzimas se inactivaron mediante calor incubandolas 20 min a 65 °C.
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Se purifico el pET digerido y el fragmento correspondiente al gen aféR, resolviendo la
totalidad de la reaccion de digestion en un gel de agarosa. Desde éste se aislaron los

fragmentos de DNA de intérés con el “kit Wizard SV Gel PCR Clean-up System™ de

Promega®, sigiiiendo las recomendaciones del fabricante,

4.4.5. Ligacion.

El vector pET y el gen agfeR digeridos con las enzimas Ndel y Hindlll fueron ligados. La
reaccion se realizo toda la noche a 4 °C, con 4,5 U de T4 DNA ligasa de Promega®. La

relacion vector:inserto fue 1:8.

4.4.6. Transformacion.

A 200 pul de células competentes se agregd la reaccion de ligacién, se incubd 30 min en
hielo, se dio un choque férmico a 42 °C por 30 s, se agregd 250 pl de medio LB y se
incubd por 60 min a 37 °C con agitacién. Se sembrd 150 ui del cultivo transformado en una

placa LB-amp que se incubd toda la noche a 37 °C.

4.4.7. PCR en colonia.

Se determin® la orientacion del inserto afeR en los clones recombinantes mediante PCR en
colonia {Campbell v Choy, 2001). Se picaron colonias recombinantes al azar y se

respspendieron en 50 pl de agua. Se tomd 1 pl de la resuspension bacteriana y se agregé la
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mezcla compuesta por: 0,1 pl de LuxRAFCOOH ( tabla 1) a 100 ng/pl, 0,1 pul del partidor
T7 forward a 100 ng/pl, 0.8 pl de dXTP 1 mM, 0,5 pl de DMSO 100%, 2 pl de buffer 5X
(250 mM KCI, 50 mM Tris-HCI pH 9.0, 0,5 % Triton X-100 y 12,5 mM MgCl,), 5.5 ul de
H,0 y 0,4 U de Taq polimerasa (Promega”™). El volumen final de reaccion para cada tubo
fue de 10 ul. A cada tubo se adiciond 1 gota de aceite de silicona Gibco-BRL®.

El programa de la reaccion de PCR fue: 3 min a 95 °C, seguidos de 40 ciclos de 30 s a 95

°C,30sa60°C,30sa72°C,y para finalizar 3 min a 72 °C.

Tabla 1. Partidores usados en la clonacion de afeR, analisis de RT-PCR y cuantificacion de
los niveles de mRNA de afel y afeR.

Partidor Secuencia Ubicacion (pb)
LuxRAFCOOH 5’-cgatcacgacagceaacccgagcea-3’ 616-638
LuxIAFCOOH 5’-cggttagtecagatctatecage-3’ 543-565
LuxRAFNH2Ndel 5’-catatggegteegaaatggegegt-3’ -2-21
LuxIAFNH2Ndel 5’-catatgcaggttataaccgggcca-3’ -2-21
AfeR-RTI 5’-aggtcaacatgecegeccate-3’ 300-319
Afel-RT1 §’-gcaaagegegacagtteeca-3’ 302-321
afeRplrlfor 5’-ccgatgacttgtttge-3’ 213-228
afeRplrlrev 5’-agataactgtacggega-3’ 446-463
afelplrlfor §’-ccgaataatetgtatgeg-3’ 34-51
afelplrlrev 5’-ccagteegttgagtaa-3’ 263-278
afel6S esp for 5’-tggtgectagegtactgagtgt-3° 784-805
afel6S esp rev 5’-ccgaagggcacttecgea-3’ 976-993
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4.4.8. Secuenciacion,

Se secuenciaron ambas hebras del plasmidio pETafeR de los clones recombinantes,
utilizando los partidores T7 forward y T7 terminador en el centro de Biotecnologia de la

Universidad de Chile.

4.5. Purificacion de AfeR y generacion de anticuerpos.

4.5.1. Induccion de la expresiéon de afeR.

Se tomaron 200 ml de un cultivo crecido toda la noche de la cepa recombinante de E. coli
BL21(DE3)(pETafeR) y se reinocularon en 1800 ml de medio LB. Se incubd a 37 °C con
agitacion hasta una D.O. de 0,6 a 600 nm y se indujo la produccion de AfeR con IPTG

1mM, durante 6 h.

4.5.2. Purificacién de cuerpos de inclusién.

Se cosecharon las células por centrifugacién a 5.500 x g por 15 min a 4 °C. El precipitado
se resuspendié en 30 ml de “binding buffer” 1X (5§ mM imidazol, 0,5 M de NaCl y 20 mM
Tris-HCI pH 7,9). La suspension bacteriana obtenida fue digerida con 24 pg de lizosima
por 30 min a 30 °C, luego de lo cual se traid el extracto con ultrasonido 15 veces a una
potencia de 10 W por 30 s. Este extracto se centrifugé 40 min a 27.000 x g a 4 °C. El

precipitado fiie resuspendido en 30 ml de “binding buffer” 1X y fue centrifugado 15 min a
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20.000 x g a 4°C. El precipitado obtenido se resuspendié en 5 ml de “binding buffer” 1X 6
M wurea y se incub6 en hielo por 1 h para solubilizar los cuerpos de inclusién. El extracto
obtenido finalmente, se centrifugd a 39.000 x g por 20 min a 4 °C y se guardd el

sobrenadante a -20 °C, que contiene el extracto proteico con AfeR recombinante.

4.5.3. Purificacion de AfeR por electroclusion.

Se hicieron 4 geles (15x15 cm?) en gradiente de acrilamida del 7% al 20%. En cada pocillo
se cargaron 70 pl de extracto proteico. Se corrieron los geles a 40 V toda la noche. Se
cortaron los dos carriles extremos de cada gel y se tifieron con azul de Coomassie. En todos
los geles, un carril contenian el estandar de peso molecular BenchMark™ Protein Ladder
de Invitrogen® y el otro contenfan el extracto proteico con AfeR. Se alined el resto de los
geles con estos carriles tefiidos y por comparacién con el estandar de peso molecular y el
carril con' AfeR recombinante se cortaron bandas de los geles a la altura de la migracién de
AfeR. Las bandas cortadas se desmenuzaron y se cargaron en la camara de electroelusién
Electro-Eluter modelo 422 de BIORAD®. Se electroeluyd AfeR en buffer volatil
(NH4HCO; 3,95 g/1, SDS 1 g/1) por 6 h a 60 mA segiin las recomendaciones del fabricante,

para finalmente obtener la proteina AfeR.

4.5.4. Cuantificacion de AfeR.

AfeR se cuantific con el kit “Coomassie (Bradford) Protein Assay” de PIERCE®.
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4.5.5. Secuenciacion de AfeR recombinante.

Para ver si la proteina purificada correésponde a AfeR, se envi6 a secuenciar el extremo
amino terminal de la proteina, para esto se remitieron 0,11 mg de AfeR liofilizado al

Laboratorio de Microsecuenciacion de Proteinas del Instituto Pasteur en Francia.

4.5.6. Generacion de anticuerpos policlonales para AfeR.

Se enviaron 3,3 mg de AfeR al Laboratorio PickCell en Holanda. Esta proteina fue

inyectada en conejo para generar suero con anticuerpos policlonales contra AfeR.

4.5.7. Limpieza del suero policlonal de conejo.

El suero con los anticuerpos policlonales anti-AfeR se limpi6 con un extracto proteico de E.
coli para remover anticuerpos que pudiesen dar una reaccién cruzada contra protefnas
bacterianas. Para esto se tom6 300 ml de un cultivo de E. coli DH50. y se centrifugé a 5.500
x g a 4 °C por 15 min. El precipitado se resuspendi6 en 30 ml de buffer (Tris-HCI 50 mM
pH 8,0 y EDTA 10 mM), La resuspension se pasé dos veces por la prensa French. El
extracto obtenido se centrifugd a 12.000 x g por 10 min a2 4 °C y el sobrenadante se mezclo
a una razéon de 1:2 con una dilucién del suero de 1:10. Se incubd la preparacién a
temperatura ambiente por 16 h, se agregé NaNNj al 0,05 % (p/v) y se guard6 a 4 °C hasta su

utilizacion.
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4.6. Deteccion de AfeR mediante Western blot.

Se realizaron dos geles de acrilamida al 12,5 % (SDS-page) con muestras de E. coli
pCRT7/NT-TOPOafeR, A. ferrooxidans y AfeR puro a 1,1 mg/ml. Uno se tifid con azul de
Coomassie y el otro se uso para transferir las proteinas a una membrana. Se transfirieron las
proteinas a una membrana de PVDF en buffer de electrotransferencia (CAPS 10 mM pH
11, metanol 10 % v/v) a una corriente constante de 0,9 mA, en dos pasos de 30 min cada
uno. La membrana fue incubada para bloquearia por 1 h en TBS-Tween-BSA (TBS 10X:
NaCl 80 g/1, KC1 2 g/, Tris-HCI 30 g/l pH 8,0, Tween 20 10% v/v y BSA 1% p/v). Luego
se la incubo toda la noche con suero policlonal anti-AfeR a una dilucién de 1:5. Se lavéd la
membrana tres veces por 15 min con TBS-Tween, v se incubd por 1 h con anti IgG de
conejo acoplado a la peroxidasa (Amersham®) a una dilucién de 1:10.000. Se lavé
nuevamente la membrana tres veces con TBS-Tween. Se incub6 la membrana en oscuridad
por 15 min en una solucién de revelado: TBS 1X, 35 % v/v de H,O, y 4-cloro-1-naphtol

diluido en metanol a una concentracion de 100 mg/ml.

4.7, Anilisis de los genes afel 'y afeR por RT-PCR y PCR en tiempo real.

4.7.1. Extraccién de RNA.

Se tom6 600 ml de cultivo de A. ferrooxidans en la fase exponencial media, estacionaria

temprana y estacionaria tardia. Se centrifugé a 5.500 x g por 10 min. Se descarté el

sobrenadante y se lavaron las células una vez con agua acida a pH 2,0 y una vez con citrato
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de sodio 10 mM a pH 7,0. Se tomaron entre 5 y 15 mg de células precipitadas y se
resuspendieron en 500 pl de medio fresco 9K modificado y se agrego 1 ml de
RNAprotect™ Bacteria Reagent de QIAGEN® se agité por vortex y se dejé incubando a
temperatura ambiente 5 min. Se centrifugd a 13.800 x g por 4 min, se descartd el
sobrenadante y el precipitado se resuspendid en 100 pul de buffer TE (10 mM Tris-HCI, 1
mM de EDTA pH 8.,0), se agregd 6 pl de lisozima 50 mg/m! y se dej6 incubando por 10
min a temperatura ambiente. Se tomé la reaccion de digestion con lizosima y se procedié a
extraer el RNA con el RNeasy® Mini Kit de QUIAGEN® siguiendo las recomendaciones

del fabricante.

4.7.2, Sintesis de ¢cDNA.

Se tomo 1,7 pg de RNA total y se digirié con 8,15 U de DNAsa I por ug de RNA total en
presencia de 5 mM MgCl,, en un volumen final de 20 pl. La digestion se€ llevo a cabo por 1
h a 37 °C, seguido de una incubacién a 65 °C por 10 min para inactivar la DNasa 1. Se
repartié la reaccion de digestién con DNasa I en dos tubos con 10 pi cada uno. Se uso uno
para realizar la reaccién de transcripcion inversa (+) y otro para control sin transcriptasa
inversa (-), para detectar contaminacion con DNA genémico. Se agregd 4 ul de partidor
inverso a 100 ng/pl. Se incubd a 70 °C por 5 min y luego a 4 °C por 2 min. Después de
centrifugar se agreg6 5 pl de dXTP 1mM y 5 pl de buffer 5X de la trascriptasa inversa M-
MLV. Al tubo (+) se le agregd 1 pl de M-MLV 200 U/pl y al tubo () se agregd 1 ul de
agua. Se incubo a 42 °C por 1 h, seguido de 65 °C por 10 min para inactivar la transcriptasa

inversa.
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El partidor inverso para afel es LuxIAFCOOH (tabla 1), para afeR es LuxRAFCOOH (tabla

1) y para el gen del rRNA de 168 es afe16Sesp reverse (tabla 1).

4,73. PCR.

La amplificacion por PCR de afeR se realizd con los partidores LuxRAFNH2Ndel y AfeR-
RTI1 (tabla 1) y la de afel se realizd con de los partidores LuxIAFNH2Nde! y
LuxIAFCOOH (tabla 1). La mezcla para la reaccién de PCR contenia: 250 ng de cada
partidor, 4 pl de dXTP ImM, 5 pl de ¢DNA (agfeR 6 afel), DMSO al 5% y 1 U de Taq
polimerasa en un volumen final de 50 pl. Durante el PCR se realiz6 una denaturacién
inicial de 3 min a 95 °C, 40 ciclos de 30 s a 95 °C, 30 s a 60 °C y 30 s a 72 °C, y finalmente

una extension final de 3 mina 72 °C.

4.7.4. PCR en tiempo real.

4.7.4.1. Fundamentos tedricos.

El PCR en tiempo real permite seguir el progreso de la reaccion de PCR cuando ésta
ocurre. Se caracteriza por detectar la amplificacién de la secuencia blanco durante el
término de cada ciclo, a diferencia del PCR convencional donde se detecta el monto total de
amplicon después de un determinado ntimero de ciclos (Bustin, 2000).

La deteccién de los productos de PCR se realiza mediante fluoréforos. El método mds

simple utiliza el fluoréforo SYBR Green, que al unirse al DNA de doble hebra emite




30

fluorescencia cuando es estimulado. Esta fluorescencia aumenta durante la fase de
elongacion del PCR debido al incremento de la cantidad de SYBR Green unido al DNA de
doble hebra (Fig. 6). Cuando este aumento de fluorescencia se monitorea en el tiempo, al
final del paso de amplificacion de cada ciclo, se observa un aumento de la sefial de

fluorescencia que es proporcional a la cantidad de producto amplificado por PCR (Bustin,

2000).
@
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Figura 6. Principios del uso del SYBR Green. En solucion, el
fluoréforo no emite fluorescencia (rombos negros), sin embargo, al
unirse al DNA de doble hebra y ser estimulado, emite una cantidad de
fluorescencia (rombos verdes) que es proporcional a la cantidad de
DNA de doble hebra sintetizado por la Taq polimerasa.

En los ultimos afios se ha incrementado el uso del PCR en tiempo real para la
cuantificacion de los niveles de mRNAs. El LightCycler de Roche® o sistemas similares,
son capaces de detectar mRNA que estén en muy bajo nimero de copias. Esto se debe
principalmente a la sensibilidad de la técnica. Existen varios métodos para cuantificar

mRNA por PCR en tiempo real. El usado mas frecuentemente cuantifica el mRNA




31

indirectamente al medir la cantidad de moléculas de cDNA producto de la transcripcion
inversa. La cuantificacion del cDNA se realiza determinando el “Crossing point” (Cp) de la
muestra por PCR en tiempo real. El Cp es el ciclo en que la fluorescencia aumenta por
sobre el ruido, marcando el inicio de la fase logaritmica de amplificacion del PCR. Como el
Cp es directamente proporcional a la cantidad inicial de templado, se puede saber el
ntmero de copias iniciales de cDNA en la muestra, si se interpola el Cp obtenido en una
curva de calibracién (Cp/log Concentracion inicial) hecha a partir de cantidades conocidas

del templado (Rutledge y Cote., 2003).

4.7.4.2. Curva de calibracién.

Se construyd una curva de calibracidn para afel y afeR con DNA gendmico de A4
ferrooxidans a partir de un solucién a 100 ng/pl. Se realizaron siete diluciones, diluyendo
1:10 cada vez, teniendo la solucién més concentrada 10 ng/pl. De cada dilucion se tomo 2
ul para la reaccion de PCR en tiempo real. El primer punto de la curva fue hecho con 20 ng
de gDNA. Para este caso si se toma en cuenta que el peso molecular del genoma de A.
ferrooxidans es 1,97 x 10° g/mol y que un genoma pesa 3,27 x 10 g, 20 ng de DNA
genGmico corresponden a 6,12 x 107 genomas en el primer punto de la curva y 6,12 x 10°
genomas en el signiente punto y asi sucesivamente. Como A. ferrooxidans posee sélo una
copia de agfel y afeR la cantidad de genomas equivale al mimero de copias de cada gen
presente en la dilucién.

La reaccién de PCR en tiempo real para la curva de calibracién de afel y afeR se realiz6

con los partidores afelplrifor/afelplrirev y afeRpirifor/afeRplrirev, respectivamente
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(tabla 1). Se usé una concentracion de partidores de 0,4 M en presencia de 5 mM MgCl, y
1,0 a 1,5 ul de LCFMS (contiene el SYBR Green, la Taq polimerasa y los dXTP) por 50
ciclos, en un volumen final de 20 pl. Cada ciclo de la reaccion de PCR en tiempo real se

hizo a 95 °C por 10 s, 61 °C (afel) 6 63 °C (afeR) por 5sy 72 °C por 10 s.

4.7.4.3. Cuantificaciéon de mRNA.

El ¢cDNA de gfel y afeR obtenido de la transcripcion inversa fue cuantificado de forma
relativa por PCR en tiempo real, usando el termociclador LightCycler y el kit LightCycler-
FastStart DNA Master SYBR Green I de Roche®, con estandares externos como esta
descrito en la nota técnica de Biologfa Molecular no. LC 10/2000 de Roche®. E]l RNA de
168 se uso como control endégeno.

La reacciéon de PCR en tiempo real para afel y afeR se llevé a cabo bajo las mismas
condiciones y con los mismos partidores utilizados para hacer las curvas de calibracion
para cada gen, pero en este caso se realizaron solo 45 ciclos. Como molde se usé 10 pl de
cDNA diluido 1:20 de la reaccién de transcripcion inversa con y sin M-MLV. Para el caso
del gen del TRNA de 16S la reaccidn de PCR en tiempo real se hizo con los partidores
afe16S esp for y afe16S esp rev (tabla 1) a 0,4 pM y a una Tm de 66 °C, en presencia de 5
mM MgCl, y 1,5 pl de LCFMS por 45 ciclos en un volumen final de 20 pl. Como molde se
uso 10 pl de cDNA diluido 1:200 de Ia reaccidn de transcripeién inversa con y sin M-MLV.
Para normalizar el ntimero de copias de los genes afel y afeR en cada una de las fases del
crecimiento con respecto a la cantidad de rRNA de 168, se dividi6 el nimero de copias de

estos genes por 1 si la cantidad de rRNA de 16S en ese punto era menor que la cantidad de
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RNA de 168 en las otras fases del crecimiento y por un factor (correspondiente al nimero

de veces en que es mayor el rRNA de 16S en una fase de crecimiento con respecto a la

otra) si la cantidad de rRNA de 16S en ese punto es mayor que en la otra fase.
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5. Resultados.

5.1. Caracterizacion de las AHLs producidas por A. ferrooxidans.

Para saber si el QS de tipo Al-1 de A. ferrooxidans existe, se analizé el sobrenadante de un
cultivo de éste crecido en azufre para detectar la presencia de moléculas del tipo AHLs. Se
encontr6d que A. ferrooxidans produce dentro del orden pM principalmente C2-AHL y Cy4-
AHL vy trazas de 3-ox0-C>-AHL, 3-hidroxi-C,o-AHL, 3-hidroxi-C;,-AHL, 3-hidroxi-C4-
AHL y 3-hidroxi-C;s-AHL. Para ver si la produccion de AHLs esta relacionada con la
densidad poblacional se cuantifico la cantidad de Ci,-AHL y Cy4-AHL producida durante
las fases exponencial y estacionaria. Se observo que Ci-AHL y Cj4-AHL aumentaron en la

fase estacionaria en relacion a la fase exponencial (Fig. 7).

Log celulas/ml

0 100 200 300 400
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Figura 7. Produccion de AHLs por A. ferrooxidans crecido en azufre durante la curva
de crecimiento. Las AHLs fueron extraidas a partir del sobrenadante de un cultivo de A4.
ferrooxidans en las fases exponencial (S;) y estacionaria (S,). La cantidad relativa de
AHLs producida en cada fase se muestra en la tabla.
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El hecho de que A. ferrooxidans produzca AHLs es una evidencia de la existencia del QS

de tipo Al-1 en A. ferrooxidans.

5.2. Estudio de la expresion del par génico afel/R mediante RT-PCR.

Para confirmar que el QS de tipo Al-1 existe en 4. ferrooxidans se realizaron ensayos de
RT-PCR para los genes afel y afeR. Se comprobd que estos genes se expresan en éste

microorganismo (Fig. 8).

Figura 8. Estudio de la transcripcion los genes afel, orf3 y afeR en A. ferrooxidans. Se
determiné la transcripcion de afel, orf3 y afeR mediante RT-PCR en ausencia (-) y en
presencia (+) de transcriptasa reversa. E1 cDNA para afel y afeR fue sintetizado con los
partidores LuxIAFCOOH y LuxRAFCOOH respectivamente. La amplificacion para afel
fue hecha con los partidores LuxIAFNH2Ndel/LuxIAFCOOH y LuxRAFNH2Ndel/AfeR-

RT1. PM. MassRuler™ DNA Ladder (Fermentas®).
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En el gel se aprecia ademds de los amplicones especificos de afel, orf3 y afeR unas bandas
inespecificas en el inferior, éstas pueden ser productos inespecificos o los partidores no
usados en el PCR.

En un experimento independiente de RT-PCR se observo que el orf3 no se expresa en un

mismo operén con afel.

5.3. Cuantificacion del mRNA de afel y afeR durante Ia curva de crecimiento de A.

ferrooxidans mediante PCR en tiempo real.

Una vez obtenidas las evidencias de que en 4. ferrooxidans existe un sistema de QS de tipo
AlI-1, se prosiguid a caracterizar el sistema midiendo la cantidad de mRNA de afe! y afeR
en las fases exponencial media, estacionaria temprana y estacionaria tardfa. Previo a esto se
debié estandarizar la técnica del PCR en tiempo real para la cuantificacion de mRNA, ya

gue no se habia usado previamente esta técnica en €l laboratorio.

5.3.1. Estandarizacion de Ia técnica de PCR en tiempo real para afel y afeR.

Se procedio a estandarizar las condiciones para amplificar por PCR en tiempo real los
genes afel y afeR. Se realizaron varios ensayos para determinar el nimero de ciclos, el
tiempo de elongacién y la temperatura de hibridacién 6ptima (Tm) para la amplificacion de
estos genes. Se establecié para ambos genes condiciones similares en cuanto a tiempo de
elongacién (3 s) y ntimero de ciclos de amplificacion (45 ciclos). En cuanto a la Tm se
establecid para gfeR una temperatura 6ptima de 63 °C y para gfel fue de 61 °C. En la figura

9 se aprecia la reaccion de PCR en tiempo real dptima para ambes genes y el pico que
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denota la temperatura de denaturacion caracteristica para ambos amplificados, que es 91 °C
para afel y 92 °C para afeR. El hecho de que la temperatura de denaturacion para ambos
amplificados de los genes afel y afeR sea tan alta se explica por el alto contenido de GC

que presentas estos genes, siendo 58 % para afel y 60,3 % para afeR.
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Figura 9. PCR en tiempo real de los genes afeR y afel. El aumento exponencial de la
fluorescencia refleja la amplificacion de afeR y afel (a y c). Los genes afeR y afel fueron
amplificados a partir de 80 ng de DNA genémico con los partidores
afeRplrlfor/afeRplplrev y afelplrlfor/afelplplrev respectivamente. El analisis de la
caida de fluorescencia con respecto al aumento de la temperatura permitié determinar la
temperatura de hibridacion especifica para cada amplicon, las cuales son 92 °C y 91 °C
para afeR (b) y afel (d) respectivamente.
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5.3.2. Curvas de calibracion y determinacién de la eficiencia de amplificacién de afel y

afeR por PCR en tiempo real.

Para determinar la cantidad de mRNA presente en una muestra mediante la interpolacion
del Cp, se realizaron curvas de calibracion para ambos genes, con distintas concentraciones
de DNA genomico de A. ferrooxidans. En la figura 10 se muestran las curvas de calibracion
para afel y afeR. Ambos genes se amplifican con similar eficiencia, siendo 89,5% para afeR
y 88,5% para afel. La ecuacion de la curva de calibracién para afeR corresponde a y = -

3,95x + 50,14 y para afel es y = -4,026x + 49,33.
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Figura 10. Curvas de calibracion para los genes afeR y afel. Se usaron diluciones seriadas
de un stock de DNA genémico a 100 ng/pl {20 ng (1), 2ng (2), 0.2 ng (3), 20 pg (4). 2 pg
(5), 0,2 pg (6), 0,02 pg (7)} para determinar los C, correspondientes para afeR (a) y afel
(b). Estos C, se graficaron en funcién del logaritmo de la concentracion de DNA genémico
para generar las curvas de calibracion para el gen afeR (c) y el gen afel (d).
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5.3.3. Cuantificacion de los niveles de mRNA de afel y afeR durante la curva de

crecimiento de A. ferrooxidans.

Para estudiar la expresion de los genes afel y afeR durante el crecimiento de A
ferrooxidans, se extrajo RNA total de la fase exponencial media y de Ia fases estacionaria
temprana y tardia de un cultivo de A. ferrooxidans ATCC 23270 crecido en azufre
elemental como fuente energética (Fig. 11.a). Se midié la D.O. a 260 nm de las muestras de
RNA total extraido para determinar su concentracion, la cual fue de 0,163 pg/ul para la
muestra de la fase exponencial media, 0,148 pg/pl y 0,172 pg/ul para las muestras de las
fases estacionaria temprana y tardia. Para ver el estado fisico del RNA total extraido, se
analizaron muestras en un gel de agarosa al 1% (Fig.11.b). Se puede apreciar que el RNA
extraido es de buena calidad, ya que se aprecian claramente las bandas correspondientes a
los 1RNA de 23S y 168. Debido a la presencia de bandas de alto peso molecular se observa
que el RNA esta contaminado con DNA gendmico. Este se removié mediante una digestion
con DNAsa L.

Con el RNA extraido se procedid a sintetizar cDNA para afel y afeR y se cuantifico la
cantidad de éste en las distintas fases del crecimiento. Se realizaron cuatro réplicas para la
cuantificacion de los niveles de afel y afeR en las fases exponencial media, estacionaria
temprana y estacionaria tardia, de estas tres fueron réplicas biologicas y uno de los cultivos
fue una réplica experimental. En todos los casos los niveles de mRNA de afel y gfeR fueron
normalizados con respecto a la cantidad de rRNA de 168 en las distintas fases. En la figura
11.c y 11.d, se observan las reacciones de PCR en tiempo real para ¢l cDNA de afel y afeR

respectivamente, en las distintas fases del crecimiento.
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Figura 11. Cuantificacion de los niveles de mRNA de afel y afeR durante las distintas fases
del crecimiento bacteriano. Se extrajo RNA total a partir de un cultivo de A. ferrooxidans
crecido en azufre en las distintas fases del crecimiento (a) {exponencial media (1),
estacionaria temprana (2) y estacionaria tardia (3)}. La calidad de la extraccion de RNA
total fue analizada mediante electroforesis en gel de agarosa 1% (b). A partir de los RNA
totales extraidos se prepar6 cDNA de los genes afel (¢) y afeR (d), los cuales fueron
amplificados por PCR en tiempo real. El promedio de los niveles de afel y afeR para las
distintas fases del crecimiento se muestraene y f.
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El promedio de las cuantificaciones de gfel (Fig. 11. €} y afeR (Fig. 11. f) muestran que afe!
aumenta su cantidad de mRNA en la fase estacionaria temprana y estacionaria tardia con
relacién a la fase exponencial media, en cambio, para el gen gfeR no se aprecia diferencia
significativa entre los niveles de mRNA durante toda la curva de crecimiento bacteriano.

Como el QS de tipo Al-1 esta relacionado con el desarrollo de biopeliculas se hicieron los
estudios de A. ferrooxidans crecido en azufre, ya que se ha reportado gque éste
microorganismo forma biopeliculas sobre el azufre (Arredondo y col., 1994). Se intento
extraer bacterias de la biopelicula para realizar los estudios de transcripcion de afel y afeR
en células adheridas, pero la cantidad de bacterias obtenidas desde la biopelicula no fue

suficiente para realizar los estudios.

5.4. Estudio de la expresion de AfeR mediante Western blot.

Para obtener mas evidencias de que la expresion de afeR a lo largo de la curva de

crecimiento es constante, se procedio a estudiar la expresion de AfeR a lo largo de la curva

de crecimiento mediante Western blot.

5.4.1. Produccién de anticuerpos policlonales contra AfeR.

5.4.1.1. Purificacién y digestion de los plasmides pET y pCR/NT-TOPOafeR19.

El gen afeR estaba clonado en el vector pCR/NT-TOPO de Invitrogen®, en este vector Ia

expresion fue muy baja o nula por lo que se decidié cambiar de vector al pET de
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Novagene®. Para esto primero se purifico los plasmidos pET (0,47 pg/ul) y pCRNT-
TOPOafeR19 (0,75 pg/pl) a partir de las cepas de E. coli IM109 y TOP10F
respectivamente, después se procedié a digerir ambos plasmidos con las enzimas de
restriccion Ndel y Hindlll (Fig. 12), para abrir el vector pET y liberar el gen afeR del vector

pCRNT-TOPOafeR19.

PM1 2 3 4

+— gfeR
| (663 ph)

Figura 12. Electroforesis de la digestion de pET y pCRNT-
TOPOafeR19 con Ndel y Hindlll. 1. pET digerido con Ndel
y Hindlll. 2. pET sin digestion. 3. pCRTOPO/NTafeR19
digerido con Ndel y Hindlll. 4. pCRTOPO/NTafeR19 sin
digestion. PM. MassRuler™ DNA Ladder (Fermentas”).

5.4.1.2. Transformacion.

Se purifico a partir de un gel de agarosa el vector lineal pET de 5376 pb y el gen afeR de
663 pb y se procedié a ligar ambos fragmentos. Una vez ligados, el vector pETafeR fue
transformado en células quimicamente competentes de £. coli DH5a.. Se obtuvo un total de
296 colonias recombinantes. Se seleccionaron 10 colonias al azar y se analizo la orientacion
del inserto mediante PCR en colonia (Fig. 13). Se encontré que 9 colonias tenian el vector

pETafeR, con el gen afeR en la orientacion correcta.
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Figura 13. Analisis de la orientacion de afeR mediante
PCR en colonia. Se analizaron las colonias 1 a 10, de las
cuales 9 revelaron tener el fragmento en la orientacion
correcta (1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9 y 10), mientras que el resto lo
tenia en la orientacion contraria (7). PM. MassRuler™
DNA Ladder (Fermentas™).

5.4.1.3. Sobreexpresion y purificacion de AfeR en E. coli.

Las colonias que portan el inserto con la orientacién correcta fueron crecidas en LB a 37 °C
para purificar los plasmidos, que luego fueron transformados en la cepa de expresion de E.
coli BL21(DE3). Una vez obtenidas las colonias recombinantes se procedio a inducir con
IPTG, unas 10 colonias seleccionadas al azar. Después de la induccion se procedié a
chequear la sobreexpresion de AfeR, resolviendo los extractos proteicos en SDS-PAGE. De
todas las colonias analizadas se seleccioné aquel clon que presentaba la mayor expresion de
la proteina para la purificacion de AfeR. Se crecié E. coli BL21(DE3) pETafeR y se indujo
la produccion de AfeR con IPTG 1 mM por 6 h. Con el precipitado celular se preparé un
extracto proteico en donde estaban presentes los cuerpos de inclusion y a partir de este
extracto se purificé la proteina mediante electroelusion. Se obtuvo en total 7.5 mg de AfeR

puro (Fig. 14).
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Figura 14. Sobreexpresion y purificacion de la proteina AfeR en E. coli. Los
extractos proteicos de la cepa de BL21(DE3) de E. coli transformada con el vector
pETafeR inducida (2) o no (1) con IPTG 1 mM por 6 h fueron analizados mediante
SDS-page (a). A partir de los cuerpos de inclusion del extracto inducido con IPTG
se purificd AfeR mediante electroelusion en buffer volatil (NH4HCO; 3,95 g/1, SDS
1 g/l) por 6 h a 60 mA, la fraccién obtenida con AfeR pura se analizé en SDS-page
(b). PM. BenchMark ™ Protein Ladder (Invitrogen®).

Para chequear que la proteina purificada correspondia a AfeR se secuencio el extremo
amino terminal de la proteina recombinante y se confirmo que correspondia a AfeR (datos

no mostrados).

5.4.1.4. Generacion de anticuerpos contra AfeR.

Se envio 3,3 mg liofilizados de AfeR puro al laboratorio PickCell en Holanda para la

obtencion de un suero policlonal de conejo.
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5.4.2. Estudio de la expresion de AfeR mediante Western blot.

Una vez recibido el suero se limpi6 éste con un extracto proteico de E. coli. Los anticuerpos
fueron probados para ver su capacidad de reconocer AfeR mediante Western blot. Estos
fueron probados contra la proteina pura (con la cual se inmuniz6 al conejo), contra un
extracto proteico de A. ferrooxidans y contra un extracto proteico de un cultivo de E.coli
BL21(DE3) inducido con IPTG, que contiene un vector que expresa AfeR (pCRNT-

TOPOafeR19). Se uso una dilucion de 1:5 del suero policlonal (Fig. 15).

3 PM 1 2 3

BlIE

.......

S— +—AfeR

Figura 15. Analisis de la especificidad de los anticuerpos contra AfeR. ElI SDS-
Page muestra el extracto de E. coli BL21(DE3)(pCRNT-TOPOafeR19) (1), el
extracto de proteinas totales de A. ferrooxidans (2) y la proteina AfeR pura (3). En
el Western blot se observa que hay inmunodeteccion de AfeR en el extracto de E.
coli recombinante y de la proteina pura %ro no contra el extracto de proteinas
totales de A. ferrooxidans. PM. BenchMark ™ Protein Ladder (Invitrogen®).

En el Western blot se aprecia que hay un reconocimiento especifico del suero por la

proteina AfeR recombinante, sin embargo, no reconoce AfeR en el extracto proteico de A.
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ferrooxidans. Se aprecia una diferencia en el peso molecular de AfeR expresada por E. coli
recombinante con respecto a AfeR pura. Esto se debe a que el vector pPCRNT-TOPO al
expresar AfeR le adiciona un epitope y una cola de histidina a la proteina.

Después de numerosos intentos para detectar AfeR en extractos proteicos de A
ferrooxidans mediante Western blot durante las distintas fases del crecimiento, no se
observé ninguna banda especifica de reconocimiento para esta proteina, ni en la fase
exponencial media, ni en la fase estacionaria temprana y tardia, por lo que no fue posible

continuar con el estudio.
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6. Discusion.

Para probar que en A. ferrooxidans existe un sistema de QS de tipo Al-1 se procedi6
inicialmente con el chequeo del medio de cultivo para detectar la presencia de AHLs. Se
encontré que A. ferrooxidans produce mayoritariamente Cio-AHL y Cy4-AHL, y trazas de
3-0x0-C2-AHL, 3-hidroxi-C;o-AHL, 3-hidroxi-Cjz-AHL, 3-hidroxi-C14~-AHL y 3-hidroxi-
Cis-AHL en un cultivo cuya fuente energética es el azufre elemental. El hecho de que 4.
Jerrooxidans produzca varios tipos de AHLs es concordante con que las proteinas I pueden
producir varios tipos de AHLSs, como en el caso de Ypsl de Yersinia pseudotuberculosis
que produce 3-0x0-Cg-AHL, Cs-AHL y Cg-AHL (Atkinson y col., 1999). Sin embargo esta
variedad de AHLs también se puede explicar por la influencia del medio ambiente, ¢l cual
regula diferencialmente la sintesis de acil-ACP, dando como resultado distintos acervos de
este sustrato para la sintesis de AHLs en una determinada condicién (Brader y col., 2005).
Para determinar si la produccion de alguna de estas AHLs es dependiente de la densidad
celular, la presencia de estos compuestos fue analizada en la fase exponencial y en la fase
estacionaria del crecimiento bacteriano. Se observo que Ci-AHIL v Ci4-AHL incrementan
su concentracidn en la fase estacionaria con respecto a la fase exponencial. Esta
observacion coincide con lo observado en E. carotovora y Y. pseudotuberculosis en donde
la concentracion de AHL se incrementa en la fase exponencial llegando a su méximo en la
fase estacionaria temprana (Yates y col., 2002; Byers y col., 2002).

Se realizaron ademas, pruebas de RT-PCR para los genes afel y afeR y se vio que estos se
expresan en 4. ferrooxidans. Este hecho junto con la prueba de que 4. ferrooxidans
produce AHLs y que esta produccién esta asociada al tamaiio poblacional, dan indicios de

la existencia de un sistema QS de tipo Al-1 en 4. ferrooxidans. Esta evidencia esta apoyada
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también por el hallazgo realizado en nuestro grupo de investigacion, en que se probd que
Afel es efectivamente una AHL sintasa, ya que al sobreexpresar afe! en E. coli (que no
produce AHIL) se generan C;»-AHL y Ci4-AHL, ademés de otras AHLs en el medio de
cultivo de E. coli recombinante.

Para caracterizar este sistema se procedio a cuantificar los niveles de mRNA a lo largo de la
curva de crecimiento bacteriano de los genes afel y afeR. Para cuantificar la cantidad de
mRNA se uso PCR en tiempo real, debido a que actualmente es la técnica méas sensible y
precisa para cuantificar mRNAs.

Se observod que el gen afel aumenté su expresion en las fases estacionaria temprana y tardia
con respecto a la fase exponencial media. Para el gen gfeR se vio que los niveles de
transcripeién no varian a lo largo de la curva de crecimiento bacteriano. Estos resultados
difieren en parte con los obtenidos por Rivas y col. (2005). Este grupo reporté que afel
aumenta su expresion de la fase exponencial media a la fase estacionaria tardia, lo cual
concuerda con los hallazgos de esta tesis y que afeR aumenta su nivel de transcripcién en la
fase estacionaria temprana y tardia con respecto a la fase exponencial media y que
disminuye de la fase estacionaria temprana a la fase estacionaria tardia. Las diferencias
encontradas por ambos grupos pueden deberse a que se usaron técnicas distintas para
cuantificar la cantidad de mRNA de afel y afeR. Rivas y col. {2005), usaron RT-PCR
semicuantitativo en donde los genes gfel y afeR fueron cuantificados con respecto al gen
recd, usado como control de expresion. Esta técnica tiene una falencia intrinseca dada por
el alto grado de variabilidad asociada al cambio de eficiencia del PCR de reaccién en
reaccion para un gen dado. Por lo tanto, no se puede asegurar que la eficiencia del PCR sea
constante de una reaccion a ofra, debido por ejemplo a la presencia de inhibidores, por lo

que se puede llegar a concluir erréneamente que hay diferencias de concentracion entre dos

]
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muestras que no necesariamente estin dadas por una diferencia inicial de templado, sino
por una diferencia en la eficiencia de la reaccién de PCR. En cambio, usando PCR en
tiempo real se tiene la ventaja de que la cuantificacion de la cantidad de templado se realiza
mediante la determinacién del Cp que es un pardmetro menos variable que 1a eficiencia del
PCR.

Otro factor que también puede influir en la diferencia de los resultados presentados por
ambos grupos es que se usaron distintos partidores y distintas cantidades de RNA total para
la generacion de cDNA lo cual claramente influye en la especificidad del PCR y por ende
puede afectar los resultados. Por otra parte Rivas y col. (2005) no precisan si las muestras
de RNA total fueron tomadas a lo largo de la curva de crecimiento de un solo cultivo o de
varios cultivos. En caso de que hubiesen tomado las muestras de RNA de varios cultivos la
variabilidad aumentaria, lo cual claramente influiria en la diferencia de los resultados.

A pesar de las diferencias en los. resultados de ambos grupos, existe consenso en que la
expresion de agfel aumenta de la fase exponencial media a la fase estacionaria temprana.
Este hecho estarfa apoyado por los hallazgos de Slater y col. (2003), y de McGowan y col.
(2005), que encontraron que smal y carl aumentan su expresion a lo largo de la fase
exponencial del crecimiento, obteniendo su méaximo nivel en la fase estacionaria temprana.
Este aumento en la expresién de afel de la fase exponencial media a la fase estacionaria
también se ve apoyado por el hecho de que la ¢oncentracion de Cy;-AHL v Ci4-AHL se
incrementa en la fase estacionaria temprana con respecto a la fase exponencial temprana.
Por otra parte existen pocos reportes sobre la transcripcién de homologos de afeR durante la
curva de crecimiento. Carbol y col. (2003} midieron la trasncripcién de lasR mediante PCR
en tiempo real y encontraron que /asR aumentaba su transcripcién de la fase exponencial

temprana a Ia fase estacionaria temprana. Por otra parte Slater y col. (2003), encontraron
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que smaR disminuia su transcripcién progresivamente a medida que la poblacién
aumentaba, siendo el punto maximo de expresion la fase exponencial temprana. Si bien
ambos resultados se contradicen pueden tener su explicacioén en el hecho de que LasR es un
regulador transcripcional positivo y SmaR es un regulador transcripcional negativo. Los
resultados de Carbol y col. (2003) para el gen /asR son similares a los resultados obtenidos
por Rivas y col. (2005) para afeR. Sin embargo, Latift y col. (1996) midieron la expresién
de lasR fusionado a lacZ y definieron que no hay variacién en la expresion de lasR a lo
largo de la curva de crecimiento. Estos resultados apoyan lo encontrado para gféR en esta
tesis.

Evidentemente existen contradicciones en cuanto a los reportes sobre la expresion de los
miembros de la familia R a lo largo de la curva de crecimiento bacteriano por lo que se
requieren mas investigaciones para saber cual es la real tendencia en la expresién de las
proteinas R durante el crecimiento en cada microorganismo. Cabe sefialar, sin embargo,
que no hay que esperar que los patrones de expresion de las proteinas R sean iguales en
todos los microorganismos, ya que los reguladores del QS de tipo Al-1 estan casi siempre
integrados en otras redes regulatorias que detectan otras sefiales ambientales e influencian
la expresién génica mads alla de la densidad celular (Ledgham y col., 2003).

Debido a que aun no esta bien definido cual es el patrén de expresion de afeR a lo largo de
la curva de crecimiento, no es posible relacionar la tendencia en la expresion de afeX con la
de afel a lo largo de la curva de crecimiento para inferir si en A. ferrooxidans existe un
fenémeno de retroalimentacion positiva del sistema de QS de tipo Al-1, tal como ocurre en
otras bacterias Gram negativa como V. fischeri, A. tumefaciens y P. aeruginosa en donde
las proteinas R regulan aumentando la expresion de los miembros de la familia I de sintasas

de AHL (Ulitzur y Kuhn, 1988; Fuqua y col., 1994; Miller y Bassler, 2001). Sin embargo,
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Rivas y col. (2005) encontraron que el promotor de afel (que contiene una putativa “caja
afe”) ligado a LacZ es activado por AHL solo en presencia del gen afeR, esto sugiere que
efectivarente hay una regulacion positiva de la transcripcion de gfel mediada por AfeR.

Para obtener mas evidencias de como es la expresion de gfeR a lo largo de la curva de
crecimiento se procedié a hacer anticuerpos policlonales para AfeR y se tratd de analizar la
expresion de esta durante las distintas fases del crecimiento mediante Western blot. No fue
posible obtener resultados para AfeR en ninguna de Ias fases de crecimiento. Esto se debid
probablemente a que el titulo de los anticuerpos anti-AfeR era muy bajo o que existe una
dificultad intrinseca en la familia de proteinas R para ser inmunodetectadas debido a su
poca estabilidad. Esta dificultad para detectar a las proteinas R por inmunodeteccion esta
ejemplificada por AhyR de Aeromornas hydrophila, que solo se detecta muy tenuemente en

la fase estacionaria (Kirke y col., 2004).
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7. Conclusiones.

o A ferrooxidans produce moléculas del tipo AHLs y su produccion esta relacionada

con la densidad celular,

o Existe un sistema QS de tipo Al-1 en 4. ferrooxidans.

o La expresion del gen gfel aumenta de la fase exponencial media a la fase

estacionaria temprana.

¢ Laexpresion del gen afeR no varia a lo largo de la curva de crecimiento bacteriana.

R e
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Acidithiobacillus ferrooxidans is one of the main acidophilic chemolithotrophic bacteria involved in the
bioleaching of metzl sulfide ores. The bacterinm-mineral interaction requires the development of biofilms,
whose formation is regulated in many microorganisms by type Al-1 qoorum sensing. Here, we report the
existence and characterization of a functional type AI-1 quornmm-sensing system in A. ferrooxidans. This
microorganism produced mainly acyl-komoserine lactones (AHL) with medium and large acyl chains and
different C-3 substitutions, including 3-hydroxy-Cg-AHLE, 3-hydroxy-C,,-AHL, C,,-AHL, 3-0%0-C,,-AHL, 3-hy-
droxy-C,,-AHL, C,,-AHL, 3-0x0-C,~AHL, 3-hydroxy-C,~AHL, and 3-hydroxy-C,.-AHL. A quornm-sensing
genetic locus that includes two open reading frames, gfel and afeR, which have opposite orientations and code
for proteins with high levels of similarity to members of the acyl synthase () and transcriptional regulator (R)
protein Families, respectively, was identified. Overexpression of Afel in Escherichia coli and the associated
synthesis of AHLs confirmed that Afel is an AHL synthase. As determined by reverse transcription-PCR, the
afel and afeR genes were transcribed in 4. ferrooxidans. The transcription Ievels of the afel gene were higher in
cells grown in sulfur and thiosulfate media than in iron-grown cells. Phosphate starvation induced an increase
in the transcription levels of afel which correlated with an increase in AHY levels. Two afe boxes which counld
correspond to the AfeR binding sites were identified upstream of the afel gene. This is the first report of a
functional type Al-1 quornm-sensing system in an acidephilic chemolithotrophic microorganism, and our
results provide a very inferesting opportunity to explore the contral and regunlation of biofilm formation during
the hioleaching process.

Quorum sensing (QS) is a widespread phenomenon that
enables bacterial cells to establish cell-cell communication and
to regulate the expression of specific genes in response to local
changes in cell density (6, 48, 49). QS provides the means to
coordinaie the activitics of cells so that they function as a
multicellular unit and communicate with eukaryotic hosts (6,
20, 48, 49), In gram-negative bacteria, depending on the auto-
inductor (AI) molecule, two QS processes have been de-
scribed: type AI-1, which is involved mainly in intraspecies
communication, and type Al-2, which is related fo interspecies
communication (20, 49).

The type Al-1 QS regulatory system is composed of four
elements: (i} a transcriptional regulator {protein family R); (ii)
a cis-acting DNA palindromic sequence; (iif) an acyl-homo-
serine lactone (AHL), which is the signaling molecule or au-
toinducer (AI-1); and (iv) the AHL synthase protein (protein
family I}, which synthesizes the Al (6, 20, 48, 49). It is currently
accepted that Al-1 diffuses freely between the cellular and
external environmenis and complexes with the R protein only
at a high cell density. The AHI-R complex binds through the
R carboxyl domain to the specific site which corresponds to a
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palindromic sequence centered at about position —40 with
respect to the transcriptional start sites of the target genes (15,
48, 49).

Acidithiobacillus ferrooxidans is an acidophilic gram-negative
bacterium that is capable of oxidizing ferrous iron or reduced
sulfur compounds to obtain energy for growth. Its energetic
metabolism is directly involved in biomining processes. For this
reason, there is great interest in understanding the molecular
mechanisms of this peculiar physiclogical kind of life (34).
During bioleaching A. ferrooxidans adheres to solid substrates
by means of extracellular polymeric substances, such as exo- or
lipopolysaccharides (36). 4. ferrooxidans is also able to develop
biofilm structures and exhibits morphological modifications
during the cellular adhesion process (7, 13, 22, 36). AHL-
mediated gene regulation has been shown to influence exopo-
Iysaccharide production and biofilm formation in many pro-
teobacteria (12, 16, 21, 24, 49).

The purpose of the present work was to determine whether
A. ferrooxidans possesses a functional type Al-1 quorum-sens-
ing system. Different types of AHLs were found in the growth
medium of 4. ferrooxidans cultures. An 4. ferrooxidans quo-
rum-sensing locus was identified and designated afeIR. The
afel and afeR genes were expressed in A. ferrooxidans, and it
was demonsirated that Afel is an AHL synthase, Qur results
suggest that there is functional type Al-1 quorum sensing in A.
ferrooxidans which could be part of a regulon controlling some
physiological functions, such as exopolysaccharide synthesis
and biofilm formation.
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MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and growth media. 4. ferrooxidans ATCC 23270 was grown in
ferrous iron-containing modified 9K mediwn at pH 1.5 as described previously
(4), and organisms were grown on elemental sulfur at pH 2.5 with 5% (wt/vol)
sulfur prills (3, 4). A. ferroaxidans was grown on thiosulfate at pH 4.6 in DSMZ
medium 71 containing 20 mM thiosulfate as described previously (32). Esche-
richia colf strain BL21{DE3} and derivatives of this strain were grown in Luria-
Bertani (LB) medium (37).

Preparation: of crude AHL extracts and LC-MS-MS analysis. The AHLs and
oxo-AHLs were extracted and characterized as described previously (29). Briefly,
after the bacterial cells were removed from the media of grown cultures by
centrifugation, the supernatants were extracted twice with 1 volume of high-
performance liquid chromatography (HPLC)-grade dichloromethane. The di-
chloromethane extracts were dried over anhiydrous magnesium sulfate, filtered,
and evaporated to dryness. Residues were dissolved in 1 ml of HPLC-grade
acetonitrile and enalyzed by using reverse-phase liquid chromatography coupled
with positive-ion electrospray jonization and ion trap mass spectrometry (LC-
MS-MS) (29). The 3-hydroxy-AHLs were analyzed using the same protocol.
These compounds were identified by comparison with synthetic 3-hydroxy-AHLs
based on three criteria: the MS-MS fragmentation product jons {{M+H-H,0]*
and m/fz 102), their relative intensities, and the HPLC retention times.

AHL bioassays. The different bioassay steps were performed as described
previously (39). A 250-pd portion of an overnight culture of the Agrobacterium
tumefaciens NTLA(pZLR4} AHL reporter strain grown in LB medium with
gentamicin was inoculated inte AB minimal glucose medium (ABm) and grown
for 8 h at 30°C with shaking. The culture was then mixed with an equal volume
of 1.5% TOP agar containing 80 pg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-p-galacto-
pyranoside {X-Gal), and the preparation was used as an overlay on ABm agar
plates. The dichloromethane extracts obtained from the A. ferreoxiduns media
were spotted at the center of the overlaid ABm agar plates and incubated
overnight at 30°C,

Bicinformatic tools. The BLAST program (2) was used to search for open
reading frames (ORFs) encoding LuxR and LuxI homologs in the genome
sequence of A. ferrooxidans ATCC 23270. The search for afe boxes was done at
the Genomic and Bioinformatic Center, Catholic University of Chile {(www.cgb
«cl). Palindromic sequences were detected in the intergenic region of the afelR
locus by using the algorithm bl2seq from the BLAST software (41). Hidden
Markov models (HMM) were constructed with the resulis obtained by using the
HMMER v2.3.2 software {14). Hidden Markov models were compared with the
genome sequence to identify afe boxes.

For homology modeling and evaluation of AfeR and Afel protein structures,
130 models were constructed for each protein with the MODELLER program
{28). The templates were chain C of the TraR structure of A. fumefaciens (PDB
1D no. 11.3L), determined by X-ray diffraction at 1.66-A resolution, and the Lasl
structure of Pseudomonas aeruginosa (PDB ID no. 1ROS}, determined by X-ray
diffraction at 2.3-A resolution (17, 44, 50). All models were evaluated using the
Verify-3D program (27). The models with the highest three-dimensional profile
scores werg finally selected,

Cloning the afel gene. The afel gene was amplified from A. ferrooxidans
chromosomal DNA by PCR using the following primers: 5'-CATATGCAGGT
TATAACCGGGCCA-3' (5 end) and 5'-CGGTTAGTCCAGATCTATCCAG
C-3' (3' end). The 5' end primer included an Ndel restriction site (tanderlined).
The PCR was performed by using 3 min at 95°C, followed by 30 cycles of 30 s at
95°C, 30's at 56°C, and 40 s at 72°C and finally 3 min at 72°C. The PCR fragment
was purificd from agarose gels with Wizard PCR Preps from Promega and
cloned in pCRT7-NT-TOPOQ (Invitrogen) according to the manufactorer’s rec-
ommendations. The different plasmid constructions were checked by automatic
DNA sequencing at the Biotechnology Center of the Faculty of Sciences, Uni-
versity of Chile.

RNA manipulations. A ferrooxidans ATCC 23270 total RNA was prepared
from thiosulfate-, iron- or sulfur-grown celis by a modified hot-pheno! method as
described previously (19, 45). Primer extension was performed with the Super-
script I RNase H reverse transcriptase {Invitrogen) by using 15 g of total RNA
and the AfelRT2 primer (5-GGAAAGATCTCGCCCAACAG-3') labeled with
[y~ *PJATP. The sequencing reaction was performed with the finol DNA cycle
sequencing system as described by Promega.

The following synthetle oligonucleotides were used in reverse transcription
(RT)-PCR assays for the reverse transcription step: 5'-CGGTTAGTCCAGAT
CTATCCAGC-3, 5-CGATCACGACAGCAACCCGAGCA-3', and 5°-GATG
TTGCTTCGTGGGAATC-3' for the afel, afeR, and orf3 genes, respectively. For
PCRs, the following primers were used: for afel, 5-CATATGCAGGTTATAA
CCGGGCCA-3' and 5-CGGTTAGTCCAGATCTATCCAGC-3; for afeR, 5'-
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CATATGGCGTCCGAAATGGCGCGT-3' and 5"-AGGTCAACATGCCGCC
CATC-3"; and for orf3, 5'-CGGACAAAAGATGCACCAGA-3' and 5-GGTA
GCCTGTICTTATCCGA-3'. The RT step was carried out with 1 pg of DNase
I-treated total RNA. PCRs were done using 3 pl and S p of the afel and afeR
RT reaction mixtures, respectively. The following program was used to perform
the PCRs: an initial denaturation step of 95°C for 3 min; 40 cycles of 30 s at 95°C,
30 5 at 6°C, and 30 5 at 72°C; and a final extension step of 72°C for 3 min. For
each RT-PCR experiment, & control RT reaction without reverse transcriptase
was carried out 1o check for the absence of genomic DNA contamination in the
RNA preparations used, RT-PCR products were checked by electrophorests in
a 1% agarose gel in 0.5 Tris-acetate-EDTA buffer.

Macroarray analysis, Macroarray production was performed manually by us-
ing the colony copier VP381 (V&P Scientific). The PCR products were printed
onto Inmobilon-NY* membranes {Millipore). The different steps for expression
analysis were performed as described previously (1). The afel and afeR genes
were amplified with the {ollowing oligonucleotide pairs: 5’-CATATGCAGGTT
ATAACCGGGCCA-3" and 5-CGGTTAGTCCAGATCTATCCAGC-Y for
the afel gene and 5'-CATATGGCGTCCGAAATGGCGCGT-3' and 5-CGAT
CACGACAGCAACCCGAGCA-3' for the afeR gene. Exposed Phosphorz-
Imager screens were scanned with a Phosphorimager (Molecular Imager FX
Systems, Bio-Rad) at a resolution of 50 yxm/pixel, To normalize and quantify the
results, we tsed a “spiked” RNA (exp-1 of Prunus persica) as an internal control
for the labeling reaction and hybridization steps.

Nucleotide seqaence accessi her. The nuclectide sequence of the afelR
locus has been deposited in the EMBL database under accession number no.
AJB79454.

RESULTS AND DISCUSSION

Characterization of AHLs produced by A. ferreoxidans. Ex-
tracts obtained from the media of grown cultures were ana-
Iyzed with a bioassay in solid medium using the following two
reporter strains: A. tumefaciens NTLA(pZLR4), which is spe-
cific for AHLs having medium and long acyl chains; and Chro-
mobacterium violaceum CV026, which is specific for AHLs
having short acyl chains and is inhibited by long-chain AHLs.
No positive results were obtained with C. violacerm, while the
bioassays with NTLA(pZLR4) revealed the characteristic for-
mation of a blue halo (not shown). This screening procedure
showed that A. ferrvoxidans produces AHLs with medium
andfor long acyl chains. To determine precisely the chemical
structure of the AHLs synthesized, the extracts were analyzed
by LC-MS-MS.

The dichloromethane extracts obtained from A. ferrooxidans
grown in different media contained AHLs with diverse C-3
substitutions and only even numbers of carbons in the acyl
chain. 3-Hydroxy-C,q-, 3-hydroxy-C,,-, 3-hydroxy-C,,-, and
3-hydroxy-C,;-AHLs were present in iron-grown cells; C,5-,
Cu 3-0%0-Cyomy, 3-0%0-C,,-, 3-hydroxy-Cy, 3-hydroxy-C,q4-
3-hydroxy-C, ,-, 3-hydroxy-C, ,-, and 3-hydroxy-C, ,-AHLs were
present in sulfur-grown cells; and C, -, C,,-, 3-0x0-C,,, 3-0x0-
Ci4 3-hydroxy-Cy-, 3-hydroxy-C,q-, 3-hydroxy-Cyp-, 3-hy-
droxy-C 4, and 3-hydroxy-C,,-AHLs were present in thiosul-
fate-grown cells (Table 1), In our experimental conditions, 4.
Jferrooxidans was able to produce nine different kinds of AHLs
which included all the known types of C-3 substitutions (oxo
and hydrozxyl), and all of them had medium or long acyl chains
with an even number of carbons. For the five types of 3-hy-
droxy-AHL and independent of the medium, the large acyl
chains with 12 or 14 carbons were the predominant forms.

To determine whether some of these AHLs were produced
in a cell density-dependent manner, as the quorum sensing
paradigm requires, the presence of these compounds was an-
alyzed in the three media obtained from A. ferrooxidans cul-
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TABLE 1. Identification of the different AHLs produced

by A. ferrooxidans®

i N
e s we RS W
AHL

oxo-AHL hydroxy-AHY,
Substrate Cp G Ciu Cu Ci Cio Cp Cy Gy
iron ND ND ND ND ND + + +
Sulfr PR + T £ 0+ + o+ o+
Thiosalfatc + o+ + T PoE o F O+

2 Cyy R—CH;(CHy)y; Cipy R—CIH5(CH; )i Cyze R—CHj(3)s; Cray R—-CH,
(CH,);» ND, not detected; T, trace.

tures in the early exponential and early stationary growth
phases. Of the nine AHLs synthesized in A. ferrooxidans grown
in sulfur medium, only two (C,,-AHL and C,,-AHL) showed
a detectable increase in the early stationary phase (Fig. 1,
inset). Similar results were obtained with C,,-AHL and 3-hy-
droxy-Cy-, Cyq- and C,,-AHLs in thiosulfate medium (results
not shown). On the other hand, in iron medium, the 3-hydroxy-
AHL levels appeared to be low and constant (resulf not
shown}.

It is commonly accepted that AFIL synthases can synthesize
more than one type of AHL. Some Rhizobium spp. produce
high numbers of AHLs by using AHL synthase-encoding genes
located in the bacterial chromosome andfor plasmids (16). On
the other hand, the AHL. synthase Sinl from Sinorhizobium
meliloti Rm1021 is able to synthesize five different kinds of
AHLs which involve different types of C-3 substitutions, a
monounsaturated acyl chain, and the largest characterized acyl
chain (C,5) (16).

Family I proteins catalyze the synthesis of AHLs from both
substrates, S-adenosylmethionine (SAM) and acylated acyl
catrier protein (acyl-ACP). In addition to the putative struc-
tural specificity of each AHL synthase, the capacity to synthe-
size different kinds of AHIs has been associated with the
available pool of acyl-ACP substrates in each microorganism
(47). Recently, for Enwinia sp., it has been postulated that
growth conditions could also affect the acyl-ACP availability
(8). This could explain why C,,- and C,,-AHLs and oxo-C,,-
and oxe-C, ;-AHLs were produced only in sulfur- and thiosul-
fate-grown cells. However, the way in which the energy source
(iron versus sulfur or thiosulfate) could affect the nature of the
AHLs is still unknown, since no information relating external
acidic pH, energy metabolism, and cell wall metabolism is
«currently available for A. ferrooxidans. Therefore, the nature of
the pool of acyl-ACPs in A. ferrooxidans is unknown, Qur
results are the first results to snggest that hydroxy-acyl-ACPs
with medium and large acyl chains are present in 4. ferrooxi-
dans irrespective of the energy source. With regard to the
second precursor, little is known about sulfur metabolism and
the related pool of SAM in bacteria living under extreme
conditions, such as acid pH. Recently, it was suggested that 4.
ferrooxidans could regulate sulfur assimilation in a manner
comparable to the manner described for other bacteria (43).
Since the first step in sulfur assimilation correspoads to suifate
uptake, the pool of SAM in 4. ferrooxidans should depend on
sulfate availability. Sulfate is present at high concentrations in
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FIG. 1. Production of acyl-AHLs by A. ferrooxidans cells grown in
sulfur. The correlation between growth phase and AHL amount was
analyzed. AHLSs were extracted from the culture medivm with dichlo-
romethane during the early exponential (S1) and stationary (S2)
phases. The relative quantities of the large-acyl-chain AHES produced
are shown in the inset.

all the different media used to grow A. ferrooxidans, and it
cannot be assumed that sulfate is a limiting factor. Therefore,
AHL synthesis could not be affected under the three prowth
conditions that we employed.

Identification and characterization of Afel, a LuxI homolog.
Some bacteria possess various loci involved in AHL synthesis
(16, 20, 49). On the other hand, three AHL synthase families
have been characterized (16). To determine how many loci for
AHL production were present in the genomic sequence of A.
Jferrooxidans ATCC 23270, a search for ORFs encoding AHL
synthases was performed. The amino acid sequences of Luxl
(accession no. AAA27552) and AinS (AAP33508) from Vibrio
Jfischeri and HdtS (AAG30826) from Pseudomonas fluorescens,
which belong to the known AHL synthase families 1, 2, and 3,
respectively (16), were used as queries in the tblastn search.

Orthologs were found only for AHL synthases belonging to
families 1 and 3. The first gene coded for a putative protein
with 53% similarity to HdtS, the first identified member of the
third AHL synthase family. In P. fluorescens, HdtS directs the
synthesis of three AHLs, C,-AHL, C,,-AHL, and N-(3-hy-
droxy-7-cis-C,,)-AHL (25).

The second gene coded for a protein that is 64% similar to
protein Bvel from Burkholderia cepacia, a member of the LuxI
family. The deduced protein of A. ferrooxidans was designated
Afel, and it had 183 amino acids, a molecular mass of 19.9
kDa, and a theoretical isoelectric point of 5.77. Based on the
recently solved structure of the Lasl protein of P. aeruginosa
(17), we constructed an Afel model structure (Fig. 2). Our
modeling approach took advantage of the higher level of sim-
ilarity between Afel and LasI (56%) (Fig. 24). The amino acid
sequence of Afel revealed the presence of a threonine residue
(Fig. 2A) which is involved in the oxo-C; substitution in the
AHLs synthesized by Luxl, Esal, and Lasl of V. fischeri, Pan-
tonea stewwartii subsp. stewartii, and P. geruginosa, respectively




7036 FARAH ET AL.

ArrL. ENVIRON, MICROBIOL.

A
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LazI PEAQVFGCHRILDITGPYMLENTFPELLHGKEAPCSPEIWELSRFAIN--SGQKGSLG-— 116
Jry o hx ki k. kkak ;o rkakkak  kkkk skhhwkhe JEE *

Afel SSSGARKBLEESVACAVSHGAKRLI%VSPIGVERLLSRSEYHAHRAGPPMIIGGHPIE‘AC 178
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FIG, 2. Structure modeling of Afel. (A) LasT and Afel amino acid sequence alignment used for homology modeling. Boldface type indicates
the most conserved region in the two proteins. Identical residues are indicated by asterisks, and similar residues are indicated by colons. A residue

involved in oxo substitution (47) is indicated by a gray box. (B} Afel modeled structure (right) based on Lasl solved structure (left).

(47). In agreement with this, we also characterized oxo-AHLs
in the growth media of A. ferrooxidans. The highest three-
dimensional profile score yielded an Afel structure model with
high structural similarity to the Lasl structure (Fig. 2B).

To confirm that the afel gene product was an AHL synthase,
afel was overexpressed in an E. coli strain which does not
produce AHIs. The afel gene was cloned in plasmid pCRT7-
NT-TOPO and transformed into the E. coli BL21{DE3) strain.
The recombinant strain was induced with 0.4 M isopropyl-p-
D-thiogatactopyranoside (IPTG) for 1 h, and the media of the
induced bacteria were extracted with dichloromethane and
analyzed by L5-MS-MS (Fig. 3). C;,-AHL and C,,-AHL (Fig.
3A) and five different hydroxy-AHLs (Cg, C,q, C;a, Cys, and
C,s) (Fig. 3B) were characterized, while in the control E. coli
strain carrying the same vector without the insert no AHLs
were found (results not shown). The more abundant hydroxy-
AHLs were C;,, C,5, and C,,, in agreement with the results
obtained for A. ferrooxidans cells. This result definitively con-
firmed that Afel is an AHL synthase able to synthesize AHILs
and hydroxy-AHLs with large acyl chains (including C,), de-
pending on the available pool of acyl-ACPs. No other homo-
serine lactome synthase-encoding gene (except the AtdS-like
gene, whose function in the quorum-sensing pathway is still
unknown} was identified in the available genome sequence of
A. ferrooxidans. In S. meliloti, the AHL synthase Sinl is respon-
sible for the synthesis of a seres of long-chain AHLs ranging in
size from C,;,-AHL to C,,-AHL, including some oxo-AHLs
and a monounsaturated AHL (16). Therefore, we concluded

that Afel could be responsible for the synthesis of various
long-chain AHLs in A. ferrooxidans.

Organization and transcription of the afel-gfeR locus. At a
position 746 bp downstream of the afel gene and in the oppo-
site orientation, we found an ORF which exhibited 59% sim-
ilarity to BviR, an R protein family member from B. cepacia.
The deduced protein was designated AfeR and had 214 amino
acids, a molecular mass of 23.7 kDa, and an isoelectric point of
9.89. Despite the low level of amino acid identity with TraR
(less than 25%), we constructed a protein structure medel for
AfeR, which was very similar to the TraR structure (results not
shown). The high level of structural similarity between the two
proteins strongly suggests that AfeR is a transcriptional regu-
lator of the R protein family, and, most likely, it acts in a
dimeric form by recognizing lux-type boxes. A third ORF des-
ignated orf3 was identified in the afelR intergenic region. orf3
had the same orientation as afel, and it coded for a protein
with 51% similarity to a hypothetical protein from B. cepacia
R18194. The corresponding genes (afel, orf3, and afeR) formed
the A. ferrooxidans quorum-sensing locus (afeR) shown in Fig.
4A. Despite the fact that A. ferrooxidans is a y-proteobacte-
rium, higher similarity scores for Afel and AfeR (69% and
66%, respectively) were obtained with the genomic data for
other members of the Burkhiolderiaceae belonging to the p-pro-
teobacterial subdivision. This is in agreement with the idea of
coevolution and acquisition of the IR regulatory cassettes by
horizontal transmission (18).

Intergenic sequence analysis of the afelR locus revealed two
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FIG. 3. Characterization of the AHLs produced by Afel in E. coli carrying the afef gene. E. coli transformed with plasmid pCRT7-NT-TOPO
with the afel gene was grown in LB medinm. After the cells were removed, the growth medium was extracted with dichloromethane, and the
presence of AHLs was analyzed by LS-MS-MS. The different MS-MS spectra of the selected jon m/z 102, which is specific for the Iactore ring of
the homoserine lactone, are shown. AHLs (A) and hydroxy-AHLs (B) were characterized. The large amounts of hydroxy-C,g, hyrodxy-C, .-, and
hydroxy-C,,-AHLs {B) made it necessary to present this spectrum with two different intensity scales (10° for the common size and 10* for the inset).
The designation of each AYIL and the different elution times are indicated in each spectrum.

palindromic sequences, PS1 and PS2 (Fig. 4A). PS2 was lo-
cated 36 bp upstream of orf3 and 168 bp from afeR, and its
function is unknown. The analysis of the PS1 sequence re-
vealed a hierarchical ofganization (Fig. 4B). Each asm of the
30-bp palindromic sequence could be subdivided into two iden-
tical palindromic sequences whose sizes (15 bp) were similar to
that of the known fux box. The nucleotide sequences of the two
afe boxes were identical except for the three central bases (Fig.
4B), suggesting that these bases are not essential for AfeR
binding but could play a role as a physical spacer for the
binding of the dimeric form of AfeR. In the 3’ end of each afe
box, a purine base was conserved. In addition, each afe box
could be sufficient to bind a dimeric form of AfeR, as sug-
gested by the modeling of the (AfeR},-afe box complex based
on the (TraR-AHL),-DNA structure data (not shown). We
designated these boxes afe box 1 and afe box 2 (Fig. 4B) since
they could correspond to the typical type AI-1 QS regulator
binding sites located close to a putative —35 transcriptional site
and could play roles similar to those of fux and ra boxes (15,
48).

To study if the afelR locus was functional in 4. ferrooxidans,
gene expression was analyzed by RT-PCR. Total RNA was
prepared from planktonic cells of 4. ferrooxidans grown in
thiosulfate medium. The results clearly showed that afel, orf3,
and afeR were expressed in A. ferrooxidans (Fig. 4C). Never-
theless, in our experimental conditions orf3 and afel were not
cotranscribed.

As the AHLs produced in the presence of iron, sulfur, or
thiosulfate were different (Table 1), we analyzed the transcrip-
tion levels of the afel gene in the different media in DNA
macroarray experiments. The gfel transcription levels in thio-
sulfate and sulfur media were similar. Compared to iron-grown
cells, transcription of the afel gene was increased 19- and
18-fold in sulfur- and thiosulfate-grown cells, respectively (Ta-
ble 2), In iron medium, the transcription level was very low,
This could explain the lack of detection of C,,- and C,,-AHLs

and oxo-Cy,- and oxo-C,;-AHLs (Table 1). Interestingly, the
increase in the transcription levels of the afel gene was not
related to the transcription levels of afeR since the expression
of this gene did not change when iron- and sulfur-grown celis
were compared (results not shown).

To highlight the afe box function, the 5' end of the afef gene
transcript was determined by primer extension analysis with
RNA samples prepared from A. ferrooxidans cells grown in
thiosulfate as the energy source, Two transcriptional initiation
sites were determined with oligonucleotide AfeIRT2 (Fig. 4D).
The first site had a double transcription initiation site (G ard
A), while the second site had a single transcription initiation
site (A} (Fig. 4B). The two transcription initiation sites were
located 17 or 18 bp and 28 bp, respectively, upstream of the
translational start codon of afel (Fig. 4B). An E. coli a”-type
promoter (5'-TTGTCA-16 bp-TAGATT-3") was identified
and correctly positioned upstream of the second transcription
initiation sites (Fig. 2B). As observed for the fux and fra boxes,
afe box 1 overlapped the —35 transcriptional region deter-
mined (Fig. 4B).

Based on the lux box-tra box models, we decided to investi-
gate the presence of the afe boxes (Fig. 4B) in the entire
genome sequence of the ATCC 23270 strain, By using hidden
Markov models constructed with the HMMER v2.3.2 software
(14), we characterized various putative afe boxes (not shown).
However, our resuits are preliminary results which only sugpest
the existence of a quorum-sensing regulon in A. ferrooxidans.
Proteomic and transcriptomic studies like those performed
with other bacteria (P. aeruginosa, B. cepacia H111, and S.
meliloti) should help demonstrate the existence of a QS regu-
lon in A. ferrooxidans (5, 10, 30, 35, 38, 46).

Phosphate starvation activates transcription of afel. Differ-
ent results have revealed that type AI-1 QS influences exopo-
lysaccharide production and biofilm formation in many pro-
teobacteria (16, 21, 24, 49), and phosphate and polyphosphate
metabolism has been linked to biofilm formation and the quo-
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FIG. 4. Quorum-sensing genetic locus of A. ferrooxidans. (A) Schematic map of the quorum-sensing locus of 4. ferreoxidans composed of three
genes: afeR encoding the transcriptional regulator, afel encoding the AHLs synthase, and orf3 having an unknown function. Two palindromic
sequences (PS1 and PS2) were located (solid boxes). (B) Nucleotide sequence of the putative afe boxes, The large palindromic sequence (PS1) was
conformed by a 32-bp palindromic sequence (large arrows) which was built over internal, hierarchical and smaller palindromic sequences (small
arrows) called afe box 1 and afe box 2. The box at the 3' end indicates the translational start codon for afel. +1 indicates the transcriptional
initiation sites identified; overlining indicates the E. coli ™ -type promoter; and asterisks indicate the purine base transition at the 3 ends of the
afe boxes. (C) Transcription analysis of the quorum-sensing genetic locus by RT-PCR analysis. RT reactions were carried out with 1 pg of total
RNA from thiosulfate-grown 4. ferrooxidans cells and were performed with (+) and without (—) the Molorey murine leukemia virus reverse
transcriptase in order to exclude amplification due to genomic DNA contamination. RT-PCR products were analyzed by 1% agarose gel
electrophoresis. (D) Determination of transcriptional initiation sites for the afel gene by a primer extension experiment. The relevant DNA
sequence (complementary to the sequence shown in panel B between nucleotides 8 and 27) is shown on the right, and the positions of the possible
start sites are indicated by solid dots.

rum-sensing regulatory pathway (26, 33, 40). On the other
hand, in Serratia sp. strain ATCC 390006, mutation of the pstS
gene, which belongs to the Pho regulon and whose product is
part of a high-affinity phosphate transporter, mimicked phos-
phate limitation and caused a three- to fourfold increase in
transcription of the AHL synthase-encoding gene (smal) of
Serratia type AI-I QS (40).

During bioleaching 4. ferrooxidans adheres to solid sub-

TABLE 2. Effect of the energy source on the transcription Ievels of
the afel gene

Medium
Iron Sulfur  Thiosunlfate

= ax
- * + &
afel spotintensity”  ger 1322 12.49

# Relative intensity.

strates by means of extracellular polymeric substances, such as
exo- or lipopolysaccharides, and develops biofilm structures
during the cellular adhesion process (7, 13, 22, 36). Previous
immunological results have demonstrated that the amounts of
lipopolysaccharides which are part of the polysaccharide ma-
trix involved in ore colonization are increased in phosphate-
starved A. ferrooxidans cells (3), and a pho regulon has been
described in A. ferrooxidans (45). Therefore, the effect of phos-
phate starvation on the transcription of the afel gene was
investipated by using a DNA macroarray analysis,
Transcription of the afel gene was increased 20-fold when 4.
ferrooxidans cells were cultured in a low-phosphate medium
(-P; medium; P; concentration, .22 mM) compared to a high-
phosphate medium (+P; medivm; P; concentration, 22 mM)
(Table 3). The overexpression of the afel gene in phosphate-
starved cells was directly correlated with increases in the C,,-
AHL, C,,~AHL, and hydroxy-AHL ievels (Table 3). These
results are in agreement with those obtained with the smal
gene of Serratia sp. (40). Therefore, the AfelR quorum-sensing
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TABLE 3. Effect of the phosphate starvation on afel expression
and AHL synthesis in thiosulfate-grown cells

+Pi ~Pi

- &

. . - B

afel spot intensity” 757 15252
Cp-AHL 1 501
C,-AHL 1 339
Hydroxy-AHL? 1 231

“ Relative intensity,
® Average values including hydroxy-C g, hydroxy-Cyg, and hydroxy-C;-AHLSs.

system appears to be modulated by P; availability. Slater et al.
(40) suggested that the expression of smal could be enhanced
through the two-component regulatory system PhoR-PhoB. In
A. tumefaciens phosphate-starved celis, biofilm formation is
positively affected through the PhoR-PhoB regulatory pathway
(11). Nevertheless, how these different regulatory levels are
related and affect biofilm formation in 4. ferrooxidans is still an
open question.

Recently, preliminary evidence for the occurrence of homo-
serine lactone signal production in archaea has been reported
(31). Some biomining microorganisms, such as Ferroplasma
type II and Lepotspirillum ferrooxidans type I, are also able to
form a natural and mixed acidophilic biofilm (42). Therefore,
the existence of an AHL communication system in 4. ferrooxi-
dans and its impact on the biofilm structure and abundance of
bacteria and archaea in biomining microbial communities are
very relevant.

Obwviously, further studies with 4. ferrooxidans are necessary
(i) to determine if AfeR is a positive transcriptional regulator
or negative transcriptional regulator or both, as in the case of
AhyR of Aeromonas hydrophila (23), (ii) to understand the
biological significance of both afe boxzes upstream of the afel
gene, (iii) to understand the role of the product of the orf3
gene, and (iv) to identify all the genes which form the quorum-
sensing regulon. Since no genetic transfer techniques are cur-
rently available for A. ferrooxidans, strategies using afel mu-
tants or any kind of gene cloning are not possible. However,
the use of proteomic and transcriptomic analyses of mimicked
null mutants obtained with quorum-sensing inhibitors (9)
should be a successful global approach for identification of all
the componeats of the quorum-sensing regelon in A. ferrooxi-
dans.
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