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1. RESUMEN

El Quorum Sensing (QS) es un sistema de comunicd@odteriana capaz de regular
varios procesos celulares dependientes de la @ehsld la poblacidn microbiana. En
bacterias Gram-negativas esto ocurre medianteoldupcion, por parte de las bacterias, de
moléculas sefial autoinductoras (Al) de tipo acihbserina lactonas (AHLSs). La liberacion
de AHLs hacia el exterior de la célula provoca umeanto de su concentracion, lo que es
detectado por la poblacion bacteriana generandoo caspuesta una regulacion de la

expresion de ciertos genes (regulon QS).

Nuestro laboratorio ha estudiado e identificadosistema QS funcional en la cepa
ATCC 23270 de Acidithiobacillus (At) ferrooxidans Este sistema QS est4 compuesto
principalmente por dos elementos: Afel, una preatehiL sintasa codificada por el gen
afel y AfeR, un regulador transcripcional de la familiaxR codificado por el geafeR
Ademas, mediante el uso de analogos sintéticosHles Aevelamos que las moléculas de
QS de tipo AHLs (OH-C14-AHL, OH-C12-AHL vy tetrazotpodulan la adherencia a

mineral, como pirita y cupones de azufre Aeferrooxidans.

En esta investigacion nos planteamos identificargenes que son regulados por QS
enAt. ferrooxidan$, y en particular definir aquellos que estan relaados con la formacion
de biopeliculas. Nuestra hipétesis postula queatgdogos sintéticos de AHL inducen el
sistema QS. Asi, nosotros proponemos modular laradhia sobre el sustrato mineral de
At. ferrooxidan a través del uso de estas moléculas. La utilinadié ellas permitira

caracterizar el regulon QS en esta cepa bactemadé@nte analisis transcriptomicos.

La identificacion de analogos sintéticos de AHLs davorecen la adherencia a
cupones de azufre dat. ferrooxidand nos permiti6 estudiar el transcriptoma de este
microorganismo en condiciones donde el regulon @®reuentra estimulado. El analisis

del transcriptoma dét. ferrooxidan§ mediante la técnica de microarreglos de ADN en



presencia o ausencia de un analogo sintético desAldk permitio identificar el regulon QS

y determinar aquellos genes relacionados con fadoion de biopeliculas.

Este es el primer estudio de la expresion globalodegenes dét. ferrooxidan5
utilizando anélogos sintéticos de AHLs como actirad del sistema QS. Esto permitio
generar valiosa informacion respecto de la respudst estos microorganismos a estas

seflales de comunicacion.

Por consiguiente, la presente tesis respectowaliesy caracterizacion del regulon QS,
y en particular aquellos genes relacionados cdartaacion de biopeliculas es el inicio de
una serie de lineas de investigacion, las cualedriggo ayudar a contribuir en la
comprension de cuales y como son las condiciosaddgicas de este microorganismo que

favorecen el proceso de biolixiviacion.



ABSTRACT

Quorum sensing (QS) is a bacterial communicatiostesy capable of controlling
several cellular processes dependent on the deofsttye microbial population. In Gram-
negative bacteria, it occurs mainly through thedpation by bacteria of small diffusible
signaling molecules, termed autoinducers (Al), bé tacyl homoserine lactones type
(AHLs). The release of AHLs outside the cell cauaasincrease in their concentration,
which is detected by the bacterial population getieg the regulation of the expression of

several genes (regulon QS).

Our laboratory has studied and identified a fun@lo QS system in the
Acidithiobacillus (At)) ferrooxidansATCC 23270 type strain. The QS system is mainly
composed of two elements: Afel, an AHL synthaseodad by theafel gene and AfeR, a
transcriptional regulator of the LuxR family encddey theafeR gene. Besides, by using
synthetic analogs of AHLs (OH-C14-AHL, OH-C12-AHhdatetrazol), we have shown that
AHL-type QS molecule analogs modulate adhesioftoferrooxidanS to minerals, such as

pyrite, and sulfur coupons.

In this research, we propose to identify the getied are regulated by QS in
At.ferrooxidand, particularly those that are associated with bioformation. For this, we
propose to modulate the adhesionAtf ferrooxidan5 to mineral substrate through the use
of a synthetic AHL analog. Our working hypotheststulates that AHLs molecules induce
the QS system, and that their use will allow tharahterization of the QS regulon of this

bacterial strain by transcriptomic analysis.

The identification of synthetic AHLs improving adkace ofAt. ferrooxidan5 on
sulfur coupons allowed us to study the transcrigt@this organism in conditions in which
QS regulon is stimulated. Transcriptome analysidtofferrooxidan$ by the technique of
DNA microarrays in the presence or absence of dnthese AHLs synthetic analogues

allowed us to identify the QS regulon and to deteengenes involved in biofilm formation.



This is the first study of global gene expressidnAt ferrooxidan$ using AHLs
synthetic analogues as activators of the QS systdns. allowed us to obtain valuable

informations regarding the response of this orgaristhis communication signal.

Therefore, this thesis on the study and charaetiéoiz of the QS regulon, in particular
those genes related to biofilm formation, is thgibeing of a series of research lines, which
could help to understand that. ferrooxidansphysiological conditions that improve
bioleaching processes.
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2. INTRODUCCION

La mayor parte de la mineria en Chile se basa extlacciéon de cobre mediante
procesos como la pirometalurgia y biolixiviaciorst& Ultima es una de las aplicaciones
dentro de la hidrometalurgia en la cual son utlazavarios métodos para la recuperacion
de metales. La biolixiviacion es un procedimiengpaz de generar un menor impacto
ambiental, permite obtener un mayor porcentaje edeiperacion del metal a partir de
minerales de baja ley y es mas econdmico que lmepos normalmente utilizados, razon

que lo hace muy relevante para la obtencion deed@ierley, 1984).

El proceso de biolixiviacion comprende un conjudi® reacciones quimicas que
tienen como resultado la disolucion de mineralespgaote de los microorganismos que
obtienen energia a expensas de sustancias inaagafiberando de paso metales como el
cobre con mayor eficiencia que con los métodos @acionales (Rossi, 1990). La
biolixiviacibn de minerales como los sulfuros mie@ se basa esencialmente en la
oxidacién de estos Gltimos a través de un ataqimicp mediado por iones Eey/o
protones como acido sulfarico £60;) que provocan la separacion de los metales y el
sulfuro del mineral. Este proceso se relacionactimente con los microorganismos
presentes en el ambiente, puesto que ellos paseapacidad de regenerar los ione§ e
el H,SO,. De esta forma, el contacto directo o indirectolae microorganismos con el
mineral y la via de reaccion (ataque quimico) qoarre en la disolucion de los sulfuros

metalicos, son factores que influyen directamentel @roceso de biolixiviacion.

La disolucion de los sulfuros metélicos debido aatdividad microbiana puede
ocurrir por “contacto” y “sin contacto” con el mina¢ La via sin contacto entre la célula y
el mineral asume que los microorganismos oxidaesoRé* y reducen compuestos de
azufre como tiosulfato disueltos en el medio, gen@o iones F& y H,SO, que son
capaces de atacar quimicamente a los sulfurosioostélel mineral. En cambio, en la via
por contacto, la célula se adhiere a la superfitdé mineral principalmente poras

interacciones electrostaticas entre las célulagadais positivamente -debido a que las
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sustancias poliméricas extracelulares de los migesesmos se encuentran cargadas de
iones F&- y el mineral cargado negativamente (Sand y Geh#8@96). En estas
condiciones la célula es capaz de oxidar a losimdfmetalicos de la superficie mineral
mediante procesos electroquimicos mediado por idf&5 de igual manera que el
mecanismo sin contacto, pero con mayor eficienoll@ cercania entre la célula y la
superficie mineral. De esta forma, la primera fancide los iones B& en la via por
contacto es la mediacion de la adherencia de ldacélla superficie mineral, mientras que
su segunda funcion es la disolucion oxidativa desldfuros metalicos (Sand y col., 2001;
Rawlings, 2002; Rohwerder y col., 2003).

En cuanto a las vias de reaccion, existen séladescontrolan la disolucion de los
sulfuros metadlicos; la via del tiosulfato y la del polisulfuro (Schippers y Sand, 1999;
Rohwerder y col., 2003). La via de reaccion esrdetada de acuerdo a la especie del
mineral, es decir, si corresponden a sulfuros neetlacido-insolubles o acido-solubles.
Los minerales acido-insolubles, cuya disolucionraepor la via del tiosulfato, poseen una
configuracion electronica donde la valencia esvdea unicamente del orbital del &tomo
metalico, lo cual restringe al ataque quimico sdtravés de iones Fe En contraste, los
minerales acido-solubles son disueltos por la @lapdlisulfuro, puesto que poseen una
configuracion electronica donde la valencia detargo de los orbitales del metal como de
la parte sulfurada del mineral, por lo que el ataquimico puede ocurrir a través de los
iones F&" y protones (KSQy).

Minerales &cido-insolubles como la pirita (FgSnolibdenita (Mo9 y tungstenita
(WS,) son oxidados a través de la extraccién de eleesronediante iones £egenerando
la ruptura de los enlaces entre el azufre y el InMfietenando grupos disulfuros que son
oxidados a grupos tiosulfatos. Los productos da esaccién son los iones ey el
tiosulfato (Schippers y col., 1996). El tiosulfat® inestable a pH acido y es oxidado por los
iones F& y por los microorganismos oxidadores de azufre tefaationato y otros
compuestos de azufre hasta sulfato. Por otra pastégnes F& no son oxidados en tasas

significativas a pH acido, son los microorganisriussencargados de oxidarlos y regenerar
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los iones F&, los cuales pueden volver a oxidar el mineraltyagmuevamente al ciclo de

oxidacion (Fig. 1).

Los minerales &cido-solubles como la esfaleritaSj{Zrgalena (PbS), arsenopirita
(FeAsS), calcopirita (CuFgBy hauerita (Mng son disueltos por la accibn combinada de
extraccion de electrones por parte de los ioné$ ¥eor el ataque de protones. Esto
provoca la oxidacion del azufre y posterior ruptdehenlace quimico entre este ultimo y el
metal. Dos protones se unen al azufre, liberAndoseo sulfuro de hidrogeno §H) o
cation de sulfuro (k8"), el cual puede espontaneamente dimerizar y gemksalfuro
(H.S,). Simultaneamente, los iones*Fpueden oxidar la parte sulfurada, provocando una
serie de reordenamientos y oxidaciones via polisusf hasta azufre elemental (Steudel,
1996). En presencia de microorganismos azufre drids, el azufre elemental puede ser
removido mediante su oxidacién hasta acido sullid,SO,), regenerando los protones
consumidos previamente por la disolucién del salfnetalico (Schippers y Sand, 1999,
Fig. 2).

Dentro del consorcio de microorganismos biomineesssten diversos grupos
procariontes. Un estudio sugiere que hay al medodivisiones procariotas que pueden
estar presentes en el proceso de biolixiviaciorbl@rd, Baker y Banfield, 2003). Entre
estas divisiones, la mayor parte pertenecen al mlomBacteria, siendo el filo
proteobacteria el mas estudiado. Sin embargo,eexigfpresentantes del dominio Archaea
de gran importancia en el nicho biominero, pues®agunas de éstas son hipertermdfilas,
es decir, son capaces de prosperar sélo a altgetaturas (45-120°C) (Tabla 1, Valdés y
col., 2010).

Entre las bacterias comUunmente presentes dentracatedorcio biolixiviante se
encuentran las que pertenecen al géndwdithiobacillus donde se destacan

Acidithiobacillus albertensis Acidithiobacillus thiooxidans, Acidithiobacillus caldus
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A) FeSy+6Fe’ + 3H,0 —> 5,057+ 7TFe? +6H° ' 4 5,0,
o, | Fe*
B) 85,0:% —» Sg + 850:% Sn0¢", Sa
0, | Fe3*
C) 5;0:% + 8Fe®* + 5H,0 —» 250, + 8Fe? + 10H" SO.2 + H'

Figura 1. Esquema de la biolixiviacién de los sulfuros metabs por la via del tiosulfat.

A) Los iones F¥ atacan los sulfuros metélicos, como la pirita greStravés de la extraccion
de electrones provocando su reduccion y liberad@rcationes metalicos @) y tiosulfato
(S,05%). B) En ausencia de los microorganismos la producc®razlifre elemental de la
oxidacion de tiosulfato puede ser significativa-2006). Sin embargo, la presencia de éstos
ayuda a la oxidacion de los iones Feegenerando los iones*g favoreciendo la oxidacion
de los sulfuros metélico€) El tiosulfato es oxidado quimicamente o por losroorganismos
via tetrationato y otros politionatos hasta sulfato
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e3+

F | N
MICRODRGANISMO< R
Fez"‘/

H*
A) InS+Fe¥+H" —»7Zn?* +1/2H,5,+ Fe®™ (n22) M?* + H,S" (H,S;)
0, | Fe¥*
: v
B) HzSq + 2Fe®* —» 1/455 + 2Fe®* + 2H' H2Sn Ss
0, | Fe*
1/4Sg+ 30, + 2H,0 —» 2507 + 4H' r
C) /455 +30:+ 2H; 4T SO.2 + H'

Figura 2. Esquema de la biolixiviacion de los sulfuros metdos por la via del polisulfurc. A)

Los sulfuros metalicos, como la esfalerita (Zn$)egen ser atacados quimicamente por los iones
Fe'* o protones, provocando la extraccion de electrgnisunion de dos protones para formar
sulfuro de hidrégeno (}$) o cationes de este que pueden dimerizar y gedistdfuro (HS;). B)

En ausencia de los microorganismos la producciéazdée elemental (S) puede ser significativa
(90%) mediante reacciones quimicas con ione¥. & Sin embargo, la presencia de estos
microorganismos oxidadores de azufre favorecenxidaoion del azufre elemental hasta acido
sulfarico (HSQy), permitiendo a su vez a la regeneracion de lowpes consumidos previamente
por la disolucion de los sulfuros metalicos.
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Tabla 1. Algunos microorganismos procariontes involucradofaedisolucion de sulfuros metalicos (Castro, 3013

Microorganismo Filo Sustrato Temperatura Referencia
BACTERIA
Acidiphilium acidophilum Azufre 30°C Hiraishi y col. (1998)
Acidithiobacillus thiooxidans Azufre 28-30°C Kelly y Wood (2000); Waksman y Joff®22)
Acidithiobacillus albertensis Azufre 28-30°C Bryant y col. (1983)
Acidithiobacillus caldus Azufre 45°C Hallberg y Lindstrom (1994); Kelly y Wad (2000)
“Acidihalobacter prosperus” . Hierro* y azufre  23-41°C Huber y Stetter (1989)
- . Proteobacteria .
Acidiferrobacter thiooxydans Hierro y azufre 38°C Hallberg y col. (2011)
Acidithiobacillus ferrivorans Hierro y azufre 4-37°C Hallberg y col. (2010)
Acidithiobacillus ferrooxidans Hierro y azufre 30-35°C Kelly y Wood (2000); LeatheBraley (1954).
Acidithiobacillus ferridurans Hierro y azufre 10-37°C Hedrich y Johnson (2013)
“Ferrovum myxofaciens” Hierro* 20-30°C Johnson y col. (2014)
Acidithiobacillus ferriphilus Hierro y azufre 10-30°C Falagan y Johnson (2015)
Acidiphilium cryptum Hierro** 30°C Kusel y col. (1999)
Acidobacterium capsulatum Acidobacteria Hierro** 30°C Kishimoto y col. (1991)
Acidimicrobium ferrooxidans Actinobacteria Hierro 48°C Clark y Norris (1996)
“Ferrimicrobium acidiphilum” Hierro 25-35°C Johnson y col. (2009)
Leptospirillum ferriphilum Hierro* 30-37°C Coram y Rawlings (2002)
“Leptospirillum ferrodiazotrophum”  Nitrospira Hierro* 30-42°C Tyson y col. (2005)
Leptospirillum ferrooxidans Hierro* 28-30°C Breed y col. (1999); Hippe (2000)
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Alicyclobacillus ferrooxydans Hierro* 17-40°C Jiang y col. (2008)
Alicyclobacillus disulfidooxidans Firmicutes Hierro y azufre 35°C Dufresne y col. (1996)
Alicyclobacillus tolerans Hierro y azufre 45-48°C Golovacheva (1979); Karkoaj col. (1990)
Sulfobacillus acidophilus Hierro y azufre 45-50°C Norris y col. (1996)
ARCHAEA
Acidianus infernus Hierro y azufre 80-95°C Segerer y col. (1986)
Sulfolobus tokodaii Hierro* y azufre  80°C Suzuki y col (2002)
Metallosphaera sedula Hierro* y azufre  75°C Huber y col. (1989)
Sulfolobus metallicus Crenarchaeota Hierro* y azufre  75°C Huber y Stetter (1991)
Metallosphaera prunae Hierro* y azufre  75°C Fuchs y col. (1995)
Sulfolobus acidocaldarius Azufre 80-85°C Brock y col. (1972); Grogan (1989)
Sulfolobus solfataricus Azufre 80-85°C Brock y col. (1972); Grogan (1989)
Ferroplasma acidarmanus Hierro 23-46°C Baumler y col. (2005); Dopson y.¢@004)
Ferroplasma acidiphilum Euryarchaeota Hierro 15-45°C Golyshina y col. (2000)
Thermoplasma acidophilum Azufre 45-62°C Darland y col. (1970); Ruepp y ¢@8D00)

RISCs: Reduced inorganic sulfur compounds. (*) $ofiolador de hierro. (**) Solo reduce el hierro.
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Acidithiobacillus ferrivoransAcidithiobacillus ferridurans, Acidithiobacillus rieéphilus y
Acidithiobacillus ferrooxidans.Todas estas bacterias son Gram-negativas, aclofila
guimiolitoautotrofas obligadas, capaces de oxid#uss metélicos, mientras que las tres
ultimas poseen ademas la capacidad de oxidar gireglthierro (Espejo y Romero 1997,
Kelly y Wood, 2000; Hallberg y col., 2010). Ademds sido descrito que desarrollan
biopeliculas sobre sustratos energéticos solidngual favorece la catélisis microbiana
(Rawlings, 2005; Sand y Gehrke 2006).

La adherencia de los microorganismos a la superfitineral ocurre mediante la
formacion extracelular de una matriz adhesiva ygotora llamadiopelicula, compuesta
principalmente por sustancias poliméricas extrdaeda (SPE) generadas por las mismas
células procariotas (Gehrke y col., 1998; Vu y,c2009). Las SPE representan de un 50 a
90% de la materia organica total de la biopelicyllgrman una estructura tridimensional
con canales acuosos que permiten el transportetdemntes y la exportacién de sustancias
de desecho (Prigent-Combaret y col., 1999; Davey Joole, 2000; Cramton y Gotz,
2004).

Las SPE permiten el contacto entre la célula yfgedicie del mineral, cumpliendo
un rol importante en la formacion de biopeliculasdrante las interacciones célula-sustrato
(Gehrke y col., 1998). Dentro de las funciones ake $PE, hay al menos dos que son
importantes para favorecer el proceso biolixiviadprpermiten concentrar iones ¥e
facilitando las interacciones electrostaticas efdsecélulas cargadas positivamente y el
mineral cargado negativamente y el ataque oxidatordra los sulfuros del mineral vy ii)
son responsables de la adherencia de la célulasaplrficie mineral, lo que favorece
espacialmente la oxidacion de los sulfuros metsli@® acuerdo a este ultimo punto, un
estudio erBulfolobus metallicusevel6 que la tasa de biolixiviacion por partdagecélulas
adheridas al mineral es el doble que la alcanzaddas células plancténicas (Gautier y
col., 2008). Todo esto realza la disolucion dewaE metalicos, o que resulta en una
aceleracion del proceso biolixiviante de 20 a 180eg¢ sobre el proceso de lixiviacion
guimica (Sand y Gehrke, 2006).

12
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En una biopelicula, cada microorganismo ocupa wmaambiente especifico, donde
el establecimiento de gradientes quimicos pueddumina la diversidad fisiologica de la
comunidad microbiana. Efectivamente, la estructdeala biopelicula es fuertemente
influenciada por la distribucién del oxigeno y mEnsporte de nutrientes en su interior
(Costerton y col., 1995; Prigent-Combaret y cdd99; Davey y O Toole, 2000; Watnick y
Kolter, 2000). Por otro lado, el asentamiento dewadades microbianas mixtas sobre la
superficie del mineral -donde las células estarectauas fisicamente entre si- favorece las
interacciones sociales entre ellas. Estas inteyaesi incluyen la competencia y la
cooperacion entre las células procariotas que cmafio la biopelicula (Costerton y col.,
1995).

Todo lo anterior hace evidente que la formaciénbdmeliculas es un proceso
complejo que puede ser regulado en diferentesasve@ltravés de diversos mecanismos
moleculares. Esta regulacion puede ser altamenpeciéisa dependiendo del nicho

ecoldgico en el cual se desarrolla (Johnson y 2005).

Uno de los factores que influyen en la formacidegarrollo de una biopelicula es la
densidad de la poblacion microbiana. Dependiendestie ultima, los microorganismos
pueden modular varios fenotipos, entre ellos saadpd de adherirse, crecer y colonizar
una superficie, desarrollando como resultado lsm&mién de una biopelicula (Davies y
col., 1998; Ray and Visick, 2012). Los microorgams son capaces de censar la densidad
de la poblacién microbiana a través de un sisteensed@ializacion mediado por moléculas
gue difunden al espacio extracelular (Salmond y @8195; McLean y col., 1997; Parsek y
Greenberg, 2000). Un primer estudio ¥ibrio fischeri demostré6 que el fenotipo de
bioluminiscencia es causado por la sintesis deemzana llamada luciferasa, la cual es
regulada a nivel transcripcional por un fendmeno“aéoinduccion” (Nealson y col.,
1970). Otros estudios en esta bacteria indican egtie fenbmeno de autoinduccion es
mediado por moléculas de acil homoserina lactomadifiunden al espacio extracelular y
actian como sefial, permitiendo a la célula bacteri@nsar la densidad celular y modular

fenotipos como la bioluminiscencia (Blunt y col99¥). Este sistema de sefializacion
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dependiente de la densidad de la poblacion mianales llamado “Quorum Sensing” (QS)
(Whitehead y col., 2001). Estudios Bseudomonas aeruginosean demostrado que el
proceso de formacion del biopeliculas esta regutead @S (Davies y col., 1998; De Kievit
y Iglewski, 1999).

2.1 QUORUM SENSING

El QS es un sistema de comunicacion bacteriangeusite la sefalizacion célula-
célula mediante una molécula difusible autoindwct@kl) permitiendo la regulacion de
diferentes procesos celulares que son dependietdeta densidad de la poblacion
microbiana (Miller y Bassler, 2001). Esta comuniéacquimica implica por un lado la
produccién y liberacién de Al, y por otro lado leteccion y la generacidon de una respuesta
al Al (Waters y Bassler, 2005). En base a ésta esmnunicacion permite que la bacteria
detecte cambios en la densidad de la poblacidousb puede generar variaciones en la
concentracién de nutrientes, oxigeno, moléculasyémicas (ej: iones Eé fosfato), pH y
osmolaridad en el medio extracelular (O’ Toole yt&©l1998; Karatan y Watnick, 2009).
De esta forma, un aumento en la poblacion bacgerfmovoca la acumulacién de la
molécula Al en el medio, lo cual al ser detectado lp bacteria genera cambios en la
expresion de varios genes blanco con el objetivoedelar a su favor fenotipos como
adherencia, virulencia y bioluminiscencia entreo®t(Engebrecht y Silverman, 1984;
Winson y col., 1995; Winzer y Williams, 2001; RaydaVisick, 2012). Usualmente, los
procesos que son regulados por el sistema QS s@fikdesos para el conjunto bacteriano.
Un ejemplo de esto ocurre al invadir a un hospedgitmsamente; una sola bacteria que
expresa sus genes de virulencia podria ser detegtatiminada por la respuesta inmune
del hospedero. Sin embargo, un ataque coordinadaiqep poblacion bacteriana puede

agobiar al hospedero antes de que pueda defer{iidirseer y Williams, 2001).

Este sistema de comunicacion bacteriana se enauprdgsente tanto en bacterias

Gram-positivas como en Gram-negativas, las cudiézan sefiales de autoinduccién de
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distinta naturaleza, lo que permite clasificardesgtemas QS descritos en diferentes grupos
(Waters y Bassler, 2005; Valenzuela y col., 200@dErix and Downie, 2011).

En bacterias Gram-negativas, el sistema mas edtudiolucra moléculas Al del
tipo N-acil homoserina lactonas (AHLs) o autoinduct (Al-1). Este sistema QS esta
involucrado en comunicaciones intra-especies g-eggpecies (Whitehead y col., 2001).
Fue descrito por primera vez en la bacteria mdriolminiscenteVibrio fischeri(Nealson
y col., 1970; Fuqua y col., 1994). Dicho sistema@ssiderado como el paradigma QS en
bacterias Gram-negativas, el cual contempla al m@uatro elementos: i) AHLS como
molécula sefial o Al-1, ii) una proteina AHL sintggarteneciente a la familia de proteinas
I) que sintetice el Al-1, iii) un regulador trangpmional (perteneciente a la familia de
proteinas R) y iv) una secuencia de ADN palindr@activa ercis que sea blanco del
complejo binario R-AHL (Fig. 3, Whitehead y colQ@L).

2.1.1 AHL sintasa |

Se conocen tres familias de proteinas que puedégtizar AHLS: i) la familia tipo
proteinas Luxl que se encuentracer y y-Proteobacteria(Gray y Garey, 2001), ii) las
proteinas LuxM, AinS y VanM que se encuentran gdl¥ibrio (V. harveyi, V. fischery
V. anguillarum respectivamente) (Gilson y col., 1995; Hanzelkeol, 1999; Milton y
col., 2001) y iii) la proteina HdtS descritalBseudomonas fluorescefisaue y col., 2000)
y Act enAcidithiobacillus ferrooxidangRivas y col., 2007).

La familia de la proteina | cataliza la sintesis AldLs desde dos sustratoS:
adenosilmetionina (SAM) y la proteina cargadoragdgos acilos (acil-ACP) (Schaefer y
col., 1996; Val and Cronan, 1998; Parsek y col99)9Algunas proteinas | son capaces de
sintetizar mas de un tipo de AHLSs, las cuales puqmesentar un hidrogeno, un grupo
cetona o un grupo alcohol en el carbono 3 (C3)udeadena acil (Whitehead y col., 2001,
Farah y col., 2005). Ademas, existen variacionesl éargo de la cadena acilo de las AHLs

(4 a 18 atomos de carbonfyig. 4, Hanzelka y Greenberg, 1996@g Kievit y col., 2000).
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a

Acil-ACP
SAM

@ Genes Blanco

Figura 3. Esquema del sistema de comunicacion Quorum Sens tipo Al-1. Las AHLs

son sintetizadas al interior de la bacteria poprtateina | a partir de la proteina carrier acil
acilada (acil-ACP) y S-adenosil metionina (SAM)sLmoléculas de AHLs difunden hacia el
medio extracelular, aumentando su concentracido tamel medio interno como externo de la
célula proporcionalmente al incremento de la padlacelular. Al llegar a la concentraciéon
umbral de actividad bioldgica, las moléculas de Ak unen con la proteina R, que dimeriza
y promueve o reprime la transcripcién de genescblaflgunos de estos genes blanco poseen
un sitio de union para el complejo de R/AHL enegidn promotora.
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Estas variaciones otorgan especificidad en la caraaidn celular de una especie
bacteriana, debido a que esta Ultima puede distisgs propias AHLs de aquellas que

producen otras especies.

El mecanismo de accidén general de las moléculasHles es difundir al interior de
la célula diana y unirse a un regulador transaoipal tipo R para generar su dimerizacion.
Esto ocurre cuando la concentracion de AHLs eneadimextracelular es suficiente para
generar un gradiente hacia el espacio intrace{tl#gsson y col., 2001). La concentracion
de las moléculas de AHLs en el medio extracelutasolo depende de su sintesis, sino
también de su difusion, transporte y degradaci@difusion de las moléculas de AHLs
depende de su tamafio. Las AHLs de cadena acila difunden libremente a través de la
membrana celular (Kaplan y Greenberg, 1985), masnjue AHLs de cadena larga son
excretadas mediante transportadores (Schaefer.,y1&8l6; Pearson y col., 1999; Chan y
col., 2007. La degradacion de las moléculas de AHLs ocurredpgradacion enzimatica:
i) AHL lactonasa, provoca la hidrdlisis del enlaester del anillo de homoserina lactona
(HSL) (Dong y col., 2000), ii) AHL acilasa, gendeahidrolisis del enlace amida entre la
cadena de acido graso y el anillo HSL (Sio y @006) y iii) AHL oxidoreductasa, induce
la hidrdlisis del grupo 3-oxo (Fig. 5, Uroz y coR0Q05). Ademas, existen factores no
enzimaticos como temperaturas altas o pH alcaluetgmbién favorecen la degradacion
de las AHLs.

2.1.2 Analogos de AHLs

Hay estudios que han demostrado que mediantelitzaditbn de analogos sintéticos
de AHLs es posible reprimir o estimular el QS (&eskcol., 2008). Se han descrito
analogos sintéticos de AHLs que presentan una serienodificaciones quimicas que
favorecen una actividad supresora o activadorakigescol., 2007; 2008). Por otro lado,
los analogos sintéticos con el enlace carboxamiggtgido por un enlace sulfamida actian
como inhibidores de QS, ya que compiten con la AAtddgena por el sitio de union del

regulador transcripcional de tipo R (Rasmussen.y 2005; Rasmussen y Givskov, 2006).
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A Decanoil ACP

N-decanoil-L-homoserina lactona

o

O (=

S-adenosilmetionina (SAM)

.
Decanoil AM

Decangil-SAM

Luxl

e::anml-AHL
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B i Sustitucidn C3 |
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Figura 4. Esquema de la sintesis y de la estructura de Acil drhoserina Laconas. A,
S-adenosilmetionina (SAM) y la proteina cargadoraydgos acilos (acil-ACP) son precursores de
las moléculas de AHLs y sustratos de la proteind.LSAM otorga la estructura de anillo de la
molécula de AHL, mientras que la proteina acil-AiGihsfiere los grupos acilos que se unen a la
estructura de anillo mediante un enlace sulfamédisb@se a Whitehead y col., 2D0B, estructura

de una molécula de AHL. El carbono 3 (C3) de laédnola puede presentar sustituciones como
hidrégeno (H), hidroxil (OH) u OXO (rectangulo verde). El circulo azul irai@a posicion del
enlace sulfamida.
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H20

AHL
oxidoreductasa
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N N < AHL —H20
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H 0
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Figura 5. Esquema de la degradacion de las moléculas decil Homoserina Lactones. La
degradacién de las moléculas de AHL puede ocuridpgradacion enzimatica: i) AHL lactonasa,
provoca la hidrdlisis del enlace ester del anil llbmoserina lactona (HSL), ii) AHL acilasa,
genera la hidrélisis del enlace amida entre la madke acido graso y el anillo HSL v iii) AHL
oxidoreductasa, induce la hidrélisis del grupo 8-0x
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Esto provocaria una inhibicion de los cambios esirales necesarios para que el
regulador tipo R dimerice generando el bloqueouwliscion (Castang y col., 2004). Una
molécula llamada furanona producida por el dlgdisea pulcraposee una estructura
similar a las AHLs, siendo capaz de unirse a logptores de éstas ultimas y bloquearlos
(Manefield y col., 1999; Wu y col., 2004). De ek&iema, al utilizar analogos sintéticos de
esta molécula ha sido posible inhibir el QS y afeetrios fenotipos regulados por este
sistema de comunicacion bacteriana (Hentzer y 2002). Otros analogos que contienen
dos enlaces amida que constituyen una columna adgogrtrifenilo o que presentan
modificaciones en su cadena acilada debido adadatcién de grupos alquil, cicloalquil o
aril en la posicion C4, actian como activadoresQ& debido a que poseen una alta
estabilidad -en comparaciéon con las AHL nativasgue genera una actividad prolongada

del regulador transcripcional tipo R (Reverchoroly,2002; Borlee y col., 2010).

2.1.3 Regulador transcripcional R

La familia de proteinas tipo LuxR son reguladorasdcripcionales compuestos por
dos subdominios: la regién amino-terminal que padestio de union de las AHLs y la
region carboxilo-terminal que presenta un motivaudan a ADN del tipo hélice-vuelta-
hélice que se une a secuencias de ADN conservatmszélka y Greenberg, 1995;
Whitehead y col.,, 2001). La interaccion entre lastgihas R y AHLs promueve la
dimerizacién y un cambio conformacional de estasemas. Este cambio conformacional
facilita generalmente la union de la proteina R sdcuencia blanca de ADN i) induciendo
el reclutamiento de la ARN polimerasa para promdaedranscripcion de los genes blanco
(Welch y col., 2000; Whitehead y col., 2001; MileBassler, 2001) o ii) bloqueaando el
sitio de union de la ARN polimerasa en la secuedei&DN, reprimiendo la transcripcion
de los genes blancos (Tsai y Winans, 2010), peedlgotambién en algunos casos generar
la disociacién entre la proteina R y su secueneigADN blanco en presencia de AHL
(Minogue y col., 2002).
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2.1.4 Regulon QS

Las bacterias Gram-negativas son capaces de caordin comportamiento en
funcion de la densidad celular gracias al sistemaainunicacion QS (Whitehead y col.,
2001; Waters y Bassler, 2005). Este sistema ez agpeegular varios fenotipos, entre ellos
los méas estudiados son la bioluminiscencia \énfischeri (Eberhard y col., 1981;
Engerbrecht y Silverman, 1984), la virulencia entédas patdgenas confy aeruginosa
(Schuster y col., 2003), la transferencia de ADN l@rbacteria patégena de plantas
AgrobacteriuntumefaciengLang y Faure, 2014) y la formacion de biopelic@asin gran
namero de microorganismos (Parsek y Greenberg,)2@&3%o0s fenotipos son el resultado
de los cambios en la expresion de multiples genas spn regulados directa o
indirectamente por un regulador transcripcionab fip Este conjunto de genes u operones
gue son controlados por un mismo regulador trgnsiomal en una condicion determinada

se denomina regulén.

La identificacion y caracterizacién de un regul&npesible mediante experimentos
genomicos y protedmicos (Schuster y col., 2003;I®ug col., 2006). En particular, para
estudiar el regulébn QS generalmente se realizaerempntos comparando una cepa
silvestre con una cepa mutante en genes QS. Raraesltiliza un mutante para el gen que

codifica la AHL sintasa en la mayoria de los esisdi

Los primeros trabajos elaborados en esta area akzaren en la bacteria
P.aeruginosalUn estudio en esta bacteria analizé un conjunté0®® mutantetasl-rhil -
incapaces de sintetizar moléculas de AHL- que ptaban la insercion, a través del
transposon Tn5, del géacZ sin promotor (Whiteley y col., 1999). De esta faryraquellos
genes u operones que son regulados por QS seriipégren junto con el getacZ en
presencia de las moléculas de AHL exdgenas. Sentdate que cerca de un 3 a 4% del
total de los genes en esta bacteria son reguladoglpsistema QS. Otro estudio en
P.aeruginosaque caracteriza el regulon QS mediante microaysedé ADN en mutantes

deficientes en la generacion de AHL enddgena, seigige el reguldn QS representa
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alrededor de un 6% del total de los genes presentet genoma (Fig. 6, Schuster y col.,
2003; Wagner y col., 2003).

En conclusién podemos mencionar quePemmeruginosael regulon QS corresponde
aproximadamente a un 6% del total de genes dedr@elos resultados obtenidos en los
analisis de microarreglos de ADN de varios trabajesinvestigacion (Whiteley y col.,
1999; Schuster y col., 2003; Vasil, 2003; Wagnecay., 2003). Sin embargo, estos

resultados varian al estudiar otros microorganismos

En V. fischeri se identificaron proteinas codificadas por gereggilados por QS
mediante experimentos de electroforesis bidimeasien un gel de poliacrilamida para
determinar y comparar el proteoma de la cepa s$iesn mutante para la AHL sintasa
Luxl y un mutante para LuxR en distintas fases @Eimiento. Se identificaron ocho
proteinas (LuxA, LuxB y LuxE [proteinas de Iumiréscia], QsrP [proteina
periplasmatica], RibB [3,4-dihidroxi-2-butanonaasfato sintasa, participa en la sintesis de
riboflavina], AcfA [factor de colonizacion], Qsr\pfoteina hipotética] y QSR 7 [proteina
con funcién desconocida]) cuya expresion es reguted QS y corresponden al 0,2 % del
proteoma total (Callahan y Dunlap, 2000; Qin y ,c@007). En el caso d8erratia
proteamaculansl comparar una cepa mutante con una cepa silvestggegar analogos
sintéticos de AHL, se observé un cambio en 39 pratetanto inducidas como reprimidas
gue corresponden a un 1% del proteoma (Christepseni., 2003). Por otra parte, en
Burkholderia thailandensisse realizaron estudios de secuenciacion del tigtmna
(RNA-seq) sobre una cepa mutante para la AHL s@ni@ecida con y sin analogos
sintéticos de AHLs (Majerczyk y col., 2014). Enecstabajo se analizé el efecto de
diferentes analogos sintéticos de AHLs (C8-AHL, CH3-AHL y OH-C8-AHL) en dos
estadios de crecimiento (fase de crecimiento éiada estacionaria inicial [T] y la fase
estacionaria [S]). Los resultados indicaron que dé&es (3,3 %) fueron regulados por OH-

C8-AHL en la fase T y 89 genes (1,6 %) en la fasmi€ntras que 115 genes (2 %) fueron
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Genes regulados por QS en P. aeruginosa

A
W Proteinas hipotéticas
M Proteinasde Membrana
B Enzimas putativas
B M Reguladores transcripcionales

B Metsbolismo energético

W Transportadores de moléculas pequefias

W Factoresde secrecidnyexportacion de proteinas
B Metabolismo de nitrogeno

1 Biopelicula

Figura 6. Genes regulados por Quorum Sensing erPseudomonas aerugino. A,
Aproximadamente un 6% de los genefPdeudomonas aeruginosan regulados por QS (regulén
QS) (Schuster y col., 2003). Dentro de este 6%texin 36% de esos genes que son reprimidos y
un 64% que son activados por el sistemaB)£lasificacion de los genes regulados por QS segun
su funcién (Wagner y col., 2003).
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regulados por OH-C10-AHL en la fase T y 52 gene8%) en la fase S. Por otro lado, 35
genes (0,6%) fueron regulados por C8-AHL en la Taged7 genes (1,7%) en la fase S. Al
comparar el efecto de las distintas moléculas dé sdbre los genes regulados por QS en
la fase T, los resultados revelan que s6lo 13 gsaessomunes en los tres regulones QS
(Fig. 7). Estos estudios sugieren que la expresitepresion de genes, regulados por QS,
varia de acuerdo al tipo de AHL exdgeno utilizadal ystadio de crecimiento analizado
(Majerczyk y col.,, 2014). En otras palabras, queidentificacion de los genes que
conforman un regulon QS depende de las condiciangserimentales (Schuster y
Greenberg, 2006).

En muchos microorganismos la obtencion de un meitanko es muy complicada o
bien imposible. En estos casos, se realizan estudilivando una cepa silvestre donde se
compara una condicién control con una condicionddioida”. Esto dltimo consiste
principalmente en adicionar anélogos sintético®\H&s en cultivos de la cepa silvestre.
Para estos experimentos se requiere que los nieetisgenos de AHLs sean minimos para
gue el efecto de las AHLs exdgena sea detectadejddmplo de esto lo describe Gonzéalez
y col. (2013) demostrando que la molécula C14-Aldmanta la adherencia de células de
At. ferrooxidanssobre diferentes sustratos energéticos, comoeyufririta, y que dicho
efecto también ocurre en células silvestres debestteria pertenecientes a una comunidad
biominera (comunidad extraida de un reactor sedustrial). Otro estudio fue realizado en
la cepa silvestre d&. melilotidonde se encontr6 un cambio en la traduccién de 100
proteinas (5% del proteoma total), tanto inducidasio reprimidas con respecto a la

condicion control (Cheny col., 2003).

En base a los estudios antes mencionados, podemokliic que los porcentajes de
genes y proteinas que cambian su patron de expfgisitesis indican que el sistema QS
tiene efectos globales en la fisiologia bacteriaBa embargo, dichos efectos son
fuertemente influenciados por las condiciones @eigriento de cada microorganismo, lo
gue genera una alta variabilidad en el porcentajgathes que son regulados por QS. No

obstante, al integrar los resultados obtenidosada estudio descrito, podemos deducir que
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OH-C8-AHL

C8-AHL

OH-C10-AHL

Figura 7. Diagrama de Venn de la comparacion de los regulon€uorum Sensing de células
de Pseudomonas aeruginosaatadas con distintas moléculas de Acil Homosera Lactonas.

Se observa la relaciéon entre los genes regulado®$ade células de. aeruginosdratadas con
distintas moléculas de AHL (C8-AHL, OH-C8-AHL y OE10-AHL) durante la fase de

crecimiento estacionaria inicial (T) (Majerczykgl.¢c 2014).
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un regulén QS no debiere superar el 6% del totalrdgenoma determinado (Whiteley y
col., 1999; Schuster y col., 2003; Vasil, 2003; Wagy col., 2003; Majerczyk y col.,
2014). Esta informacion es fundamental para nuegstidios transcriptomicos y
protedmicos que ayuden a identificar potencialesegeue pertenezcan al regulén QS de

microorganismos menos estudiados.

2.1.5 QS y biopeliculas

Una biopelicula procarionte corresponde a un giganicroorganismos donde las
células se adhieren a una superficie una al lada d&a. Estas células frecuentemente se
encuentran dentro de una matriz de SPE formaddapanismas células. Las SPE estan
compuestas por un conglomerado polimérico generadrfermado por ADN extracelular,
proteinas y polisacaridos (Lear y Lewis, 2012).aESBPE en conjunto desarrollan una
estructura con pequefios canales acuosos queafiaddicomunicacion entre las células y el
transporte de nutrientes y desechos. Esto ultimorége la formacion de biopeliculas, las
cuales se pueden desarrollar sobre superficies,voeano un tejido celular (Hall-Stoodley
y col., 2004), o no vivas como la superficie denineral (Gehrke y col., 1998).

Las biopeliculas acumulan metabolitos secundaricstrgs factores microbianos
excretados, dentro de los cuales son de particuti@rés las moléculas de comunicacion
intercelular o moléculas de QS (Parsek y Greenl289@p). Por esta razdn, las biopeliculas
representan un contexto ambiental relevante passteina QS, ya que facilita fisicamente
la comunicacion entre las células. El sistema QSenlun mecanismo de comunicacion
célula a ceélula, utiliza sefales autoinductoras sprecaptadas por los microorganismos y
gue permiten a éstos regular procesos celularesndemtes de la densidad celular. Una
vez alcanzada cierta concentracion umbral, la satfit@inductora gatilla la expresion de
diferentes genes blancos (Fuqua y col., 1994),laedo de esta forma fenotipos como el

desarrollo de una biopelicula.
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La densidad celular juega un rol muy importanteledesarrollo de una biopelicula,
puesto que ésta es mayor en una biopelicula quea ealtivo liquido. De acuerdo a esto,
cuando los microorganismos censan cambios en elgpgmperatura, concentracion de
nutrientes, moléculas inorganicas u oxigeno (O'@oplKolter 1998; Aparna y Yadav
2008; Karatan y Watnick 2009) como consecuenciandevariacion en la densidad celular
tienden a adherirse a una superficie, se multiplganerando una monocapa celular que
crece y forma una microcolonia. Estas microcolosmgomunican a través del sistema de
sefalizacion QS para proliferar hasta formar uogdicula (Costerton y col., 1999). Para
algunos microorganismos el sistema QS es de graoriemcia en la construccién y/o

disolucion de las comunidades en una biopelicides@k y Greenberg, 2005).

Existen evidencias que relacionan la formacionidpdiculas con QS y su sefial Al
en bacterias Gram-negativas. Enaeruginosase ha descrito que posee dos sistemas de
comunicacion celular tipo QS: el sistefaaR-lasly el sistemahlR-rhll. El primer sistema
posee el gerdasl que codifica para una proteina | encargada deintesis deN-(3-
oxododecanoyl)-L-homoserina lactona (oxo-C12-AHL8lygenlasR que codifica para un
regulador transcripcional que requiere de un reudiciente de oxo-C12-AHL para activar
genes de virulencia, el géasl y el sistemahlR-rhll. Similarmente, el segundo sistema
posee el gerrhll que también codifica para una proteina AHL-sintésauytryl-L-
homoserina lactona) y el gemR que codifica para un regulador transcripcionalnj@ello
y col., 1991; Latifi y col., 1995). Experimentos ttemacion de biopeliculas en la cepa
silvestre y una doble mutante para ambas AHL-sisgst lasl y rhll) de esta bacteria
indicaron que la biopelicula desarrollada por ebldomutante era muy delgada y
correspondia al 20% del grosor de la biopelicusadellada por la cepa silvestre. Esto
demuestra que la formacion de biopeliculaPemeruginosadepende principalmente de
los dos sistemas de comunicacion celular que pdBemiies y col., 1998; Parsek and
Greenberg 2000; Asahi y col., 2010).

Otras evidencias que relacionan el sistema QS sefial Al con la formacion de
biopeliculas son descritas en la Tabla 2.
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Tabla 2. Algunas bacterias Gram-negativas que utilizan stesia Quorum Sensing en la regulacion de la fodnade biopeliculas (Lear y
Lewis, 2012).

Especies Autoinductor QS Efecto generado sobre la biopelicula Referencia
Aeromonasydrophila AHL Efecto positivo en la maduracion Lynch y c@002)
Acidithiobacillus ferrooxidans AHL Efecto positivo en la adherencia a superficie onglez (2013)
Burkholderiacenocepaci AHL Efecto positivo en la maduraci Huber (2001
Pseudomonas aeruginosa AHL Efecto positivo en la maduracion Davies y ¢@P98)
Pseudomonas aureofaciens AHL Efecto negativo en la produccién de la matriz hadg y Pierson (2001)

Efecto positivo en la adherencia a supert

Pantoea stewartii AHL von Bodman y col. (1998); koutsoudis y col. (2006)
Efecto negativo en la formacion de fléculos

Rhodobacter sphaeroides AHL Efecto negativo en la formacion de fléculos Rassy col. (1997)

Serratiamarcescer AHL Efecto positivo en la maduraci Rice y col. (200&

Serratia liguefaciens AHL Efecto positivo en la maduracion Labbate y ¢2004)

Vibrio anguillarium AHL Efecto positivo en la adherencia Croxattoly¢2002)

Vibrio cholerae AHL Efecto negativo en la produccion de m: Karatan y Watnick (2009)
Efecto positivo en la dispersion

Vibrio fischeri AHL Efecto positivo en la formacién Ray y Visick(Q12)

Yersini¢ pseudotuberculos AHL Efecto negativo en la formacion de fléct Atkinson y col. (199¢

Escherichia coli Al-2 Efecto positivo en la maduracion Liy col. @0

Haemophilus influenzae Al-2 Efecto negativo en la formacion Daines y ¢aD05)

Salmonella enterica Al-2 Efecto positivo en la formacién Prouty y c(2002)

Pseudomon: aeruginosi PQ< Efecto positivo en la arquitectt Diggle (200

AHL: Acil homoserine lactona. PQS: Sefial quinolded@seudomonas aeruginog2-heptyl-3-hydroxy-4(H)-quinolona). Al2: Autoinductor 2.
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2.2 Acidithiobacillus ferrooxidans
2.2.1 Caracteristicas principales décidithiobacillus ferrooxidans

Acidithiobacillus ferrooxidan®s una bacteria quimiolitoautotréfica, Gram-negativ
perteneciente a la clagkcidithiobacillia dentro deProteobacteria(Williams y Kelly,
2013). Crece optimamente a 30°C en ambientes feguagociados a minerales como la
pirita, depoésitos de carbono y drenajes acidifisaffBonzalez-Toril y col., 2003). Sus
condiciones ambientales son extremas en comparac@m la mayoria de los
microorganismos, encontrandose a pH muy acidosa 4,5, siendo 2,5 su Optimo). Para
su desarrollo en condiciones aerébicas utilizankrgia obtenida de la oxidacion d&'Fe
de los compuestos inorganicos reducidos de azufeesg encuentran en los minerales
(Temple y Colmer, 1951). Ademas, es capaz de fijgndbgeno desde la atmosfera

(Mackintosh, 1977) y de crecer anaerébicamentecieddo F&" o azufre.

Esta bacteria es un importante miembro dentro desarcio microbiano utilizado
para la recuperacion de cobre mediante procesos timolixiviacion (Rawlings y col.,
2002). Este proceso ocurre a través de la oxidadénFé* a Fé* por parte de
At.ferrooxidans Los iones de P& provocan una oxidacién quimica del Cu(l) a Cu(ll)
generando su reduccién a iones dé& Para volver a iniciar el cicloAt. ferrooxidanses
capaz de generar la remocién de electrones desisteato solido directamente a nivel de
su membrana celular externa (Yarzabal y col., 2@0&pidticamente a través de iones de
Fe’* presentes en sus SPE. En la via de oxidacionrds ide F& el flujo de electrones
ingresa por el citocromoCyc2 localizado en la membrana externa, rustioagila via del
citocromoc Cycl para reducir el oxigeno mediante la oxidagao via el citocromo
CycAl para reducir NAD mediante el complejobci/quinonas/complejo NADH
deshidrogenasa (Appia-Ayme y col., 1999; Bruscglzol., 2007; Quatrini y col., 2009).
Otra propiedad dét. ferrooxidanses su habilidad para oxidar aerébicamente compsiest
inorganicos reducidos de azufre como la pirita gFre&studios bioinforméticos y
transcriptdmicos han descrito un conjunto de quasooxidoreductasa involucradas en la

oxidacion de estos compuestos inorganicos reductdbsazufre enAt. ferrooxidans
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(Quatrini y col., 2006; 2009; Valdés y col., 2008asicamente, la oxidacion de estos
compuestos inorganicos reducidos de azufre invaluearias enzimas, complejos
enzimaticos y transportadores de electrones qeaaentran en distintos compartimentos
de la célula. Primero, el azufre insoluble es cam@ en sulfano sulfato que luego es
transferido a una heterodisulfuro reductasa a $rale una cascada de enzimas azufre
transferasas (DsrE, TusA y Rhd). Por otro lado, étectrones que provienen de la
oxidacion de sulfuro (58), tiosulfato (80s%) y sulfano sulfato (GSSH) son transferidos
mediante quinonas directamente a las oxidéske bos, 0 indirectamente a través del
complejobc; y un citocromoc (CycA2) o una proteina de alto potencial de hiazofre
(HIPIP) hacia la oxidasaas donde ocurre la reduccion de.Qos electrones también
pueden ser directamente transferidos hacia el @mpINADH deshidrogenasa (NDH1)
para generar poder reductor (Quatrini y col., 200Epkte metabolismo lleva a
At. ferrooxidansa ser un actor biolégico muy relevante en lososiddiogeoquimicos de

hierro y azufre en el ambiente.

2.2.2 Biopeliculas dé\t. ferrooxidans

At. ferrooxidans al igual que gran parte de las bacterias biorasjees capaz de
adherirse sobre superficies naturales de distimioerales (Arkesteyn, 1979; Pradhan y
col., 2008) o sobre superficies artificiales coraeimas hidrofébicas o de intercambio de
iones (Koseoglu-Imer y Keskinler, 2013). AdemAs, ferrooxidansorma biopeliculas en
monocapas, lo cual es caracteristico en esta afittarneit y col., 2006a; Gonzalez y col.,
2013). Esta biopelicula ocurre en una serie desplaiem organizados: i) primero se genera
la adherencia de la bacteria sobre la superfigguido de la multiplicacion celular, ii)
segundo, la formacién de microcolonias que secr8Ria son capaces de organizarse para
formar una comunidad vy iii) tercero, algunas c&udbandonan la microcolonia y se
adhieren en otra superficie no colonizada (Hameiol., 2006b; Flemming y Wingender,

2010. La adherencia de esta bacteria depende de langiasde una matriz adhesiva
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compuesta por SPE que presentan una estructurdabasgolisacaridos, acido urénico y
lipidos (Gehrke y col., 2001).

At. ferrooxidanses capaz de adaptar la composicion de sus SPIB ségustrato y
fuente de energia al que se adhiere, por lo gira gEopuesto que su modo de adherencia
debe ser diferente para las células que oxidan westps inorganicos reducidos de azufre
0 para aquellas que oxidan hierro (Gerhke y c®012 Harneit y col., 2006b). La célula
bacteriana debe ser capaz de sensar la supediamimkeral y gatillar la expresion de genes
diferentes de acuerdo a la composicion del sustmdtteral y a las condiciones de
crecimiento -pH y temperatura principalmente- em dae se encuentre (Gerhke y col.,
2001). En base a ésto, la estructura quimica d8P4&S varia segun el sustrato al cual se
adhiere la bacteria. Algunas especies del géaidithiobacillus crecidas con azufre
presentan un alto porcentaje de lipidos (53,8%3enSPE en comparacion con aquellas
crecidas con sulfato ferroso (36,9%). La componidi@ los polisacaridos de las SPE
también cambia de acuerdo al sustrato, presentanalanayor variabilidad de sacéaridos
(ramnosa, fucosa, xilosa, mannosa, glucosa y aligmuronico) en células crecidas con
sulfato ferroso que aquellas crecidas con azultedga y acido glucurénico) (Gehrke y
col., 2001).

Las SPE déit. ferrooxidansmedian el contacto entre la bacteria y el mindoatual

es de gran importancia en la interaccion bactes&rato y la formacion de biopeliculas
(Gerhke y col., 1998; Sand y Gerhke, 2006). Vecaly, (2009) describieron que el perfil
de expresién de genes entre células plancténisésiles deit. ferrooxidanS crecidas con
pirita e incubadas por 4 dias es diferente, indiogrincipalmente que en células sésiles se
expresan los genes relacionados con la via de @a&iddel azufre, mientras que en células
plancténicas se expresan los genes involucradds exidacion de F&. Otro trabajo del
mismo autor mediante estudios del proteoma deasthésiles dat. ferrooxidan$ durante

la formacion temprana de biopeliculas sobre pfitdia de incubacion) sugiere que ocurre
una serie de adaptaciones moleculares que invalderduncion de transportadores de
membrana externa (transportadores ABC) y bombagxgelsion, biosintesis de SPE,

lipoproteinas, cofactores, coenzimas, proteina®lilcvadas en la respuesta a estrés,
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sensoras de osmolaridad y relacionadas con el oistalo de glutation principalmente.
Estas adaptaciones favorecen la formacién de beaupes enAt. ferrooxidanS (Vera y
col., 2013). La comparacion de ambos trabajos seigjiee el patron de expresion de genes
en células sésiles d¢. ferrooxidanS entre los dias 1y 4 es diferente, posiblemertiéde

a la evolucion de la biopelicula.

Las SPE ademas de beneficiar la union de la cé@ula superficie del sulfuro
metélico permiten concentrar los iones dé"Feediante la formacién de complejos con
acidos uroénicos u otros residuos, facilitando abjaé oxidativo sobre el sulfuro (Sand y
Gehrke, 2006). Por otra parte, la disponibilidadialees de hierro disueltos durante el
proceso de biolixiviacion es un factor importantggoel desarrollo de ciertos tipos de
exopolisacaridos (EPS) (Gerhke y col., 2001). Gerkikcol., (2001) sugirieron que la
regulacion de la sintesis y composicion de SPRterfierrooxidanspuede ser controlada
por un sistema sensor de iones de hierro. Poradiy Barreto y col., (2005) describieron
la presencia funcional de un opemgal en At. ferrooxidan5 que se expresa més en células
gue tienen como sustrato energético el hierro Eidm con aquellas que tienen azufre.
Por ello, estos autores especularon que la expre#@rencial de los genes del opegal

refleja la necesidad de diferentes mecanismos luerawicia.

En base a lo anterior, podemos concluir que la &iém de biopeliculas en
At.ferrooxidand se basa en la sintesis y estructura de las SPEdependen de la
composicion del sustrato donde se adhiere la bactsto nos sugiere que de acuerdo a la
composicion del sustrato la célula es capaz deesapdeterminados genes que favorezcan
su adherencia.

2.2.3At. ferrooxidansy QS

Se ha descrito que la cepa tipo ATCC 232d6At. ferrooxidangpresenta un sistema
de comunicacion QS tipo Al-1 funcional (Farah y.c@D05; Rivas y col., 2005). El locus
genético QS de esta cepa se encuentra conformadoggenesafel, orf3 y afeR que

codifican para una AHL sintasa Afel, una proteimafdncion desconocida Orf3 y un
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regulador transcripcional AfeR, respectivamentegkag col., 2005). Los genasel y afeR

son divergentes, mientras que el gei8 se encuentra entedel y afeR(Fig. 8).

At. ferrooxidan$ es capaz de producir nueve tipos de AHLs con @adaqilo cuyo
largo oscila entre 8 y 16 carbonos que poseentstisties del tipo oxo e hidroxi en el C3
(Fig. 9, Farah y col., 2005). La presencia de Aldas sustitucion de tipo hidroxi -excepto
OH-C8-AHL- es independiente del medio de cultivaemras que aquellas AHLsS sin
sustitucion o que presentan una sustituciéon del ¢ipo sélo se encuentran en células
crecidas en medios con azufre o tiosulfato. Seesardo que Afel es capaz de sintetizar a
lo menos siete (OH-C8-AHL, OH-C10-AHL, OH-C12-AHDOH-C14-AHL, C12-AHL y
C14-AHL) de los nueve tipos de AHL que sintetia ferrooxidan$ en Escherichia coli
Ademas, la transcripcion del gafel es mayor en las células crecidas en azufre ylfaisu
gue en células cultivadas en hierro (Farah y 2005). Por otro lado, Rivas y col., (2007)
describieron una segunda sintetasa de AHLs coddipmr el geract que se sobre-expresa
cuandoAt. ferrooxidans$ es crecida en medio de cultivo con hierro comparamh azufre.
Estos autores proponen que dos sintasas de AHemesserAt. ferrooxidan$ responden
a sefiales ambientales diferentes, lo que puederelsteionado con la capacidad que posee

esta bacteria de unirse a minerales diferentesaut@g&nen tanto azufre como hierro.

Puesto que el sistema de comunicacion QS mediadAldbas esta presente en
At.ferrooxidans, y que la adherencia de esta dltima depende piothuccion de SPE, se
ha sugerido que el sistema QS podria regular ladoibn de SPE y adherencia de esta
bacteria asustratos soélidos, y por ende ser muy relevanta pantrolar el proceso de
formacion de biopeliculas (Farah y col., 2005; Yalesla y col., 2007; Ruiz y col., 2008).
Ruiz y col., (2008) han descrito que la utilizacida analogos sintéticos de AHLs en
cultivos deAt. ferrooxidan$ han permitido modular la adherencia a pirita da bacteria,
postulando que un mejor conocimiento de los megassinvolucrados en el control y
regulacion de la formacion de biopeliculas podeiade gran importancia para el control

del proceso de biolixiviacién en la industria bioera.
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STTATGTITGACAAGCTGTCAACCTTGACAGCTTGTCAGAARCGGCGGGGCT
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GGTAGATTCGCTTTCATAGACARACTCTATGAGGATGACGAGATGCAGGT 37
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Figura 8. Esquema del locus genético Quorum Sensing éeidithiobacillus ferrooxidang. El
locus genético QS dat. ferrooxidan$ esta compuesto por tres genafel, codifica una AHL
sintetasaorf3, codifica una proteina de funcién desconocidafgR que codifica un regulador
transcripcional y se encuentra en orientacién demte con respecto a los otros dos genes. Rio
arriba del gerafel y del genafeR existen dos secuencias palindromicas (PS1 y Pif2kuies.
PS1 esta formada por dos secuencias palindromichsa(15 pb) denominadas “cajag
(secuencias en gris), mientras que PS2 esta comguasal menos dos secuencias palindrémicas
(6 a 10 pb) diferentes (Farah y col., 2005). Eo sg indica el inicio de la traduccién del gdal
(ATG) y el término del genrf3 (TGA). En la posicion (1+) se indican los dosositde inicio de la
transcripcién deafel.

Hierro, S° y tiosulfato §°y tiosulfato

9
W (\o(é OH-C14-AHL
\/\/\/\/\ f\o (N“\‘@ OH-C12-AHL
SAAAN Kﬁ

:
\/\/V\/\/\H(\O(“ﬁ

Figura 9. Acil Homoserina Lactonas producidas porAcidithiobacillus ferrooxidans. Nueve
tipos de AHLs con sustitucion oxo e hidroxi en 8l @oducidas poA. ferrooxidan$ de acuerdo a

su medio de cultivo (Farah y col., 2005). (*) iradique sélo se encontraron trazas de esta molécula
de AHL en esos medios de cultivo.
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2.3 Propuesta de esta tesis de investigacion

En numerosas bacterias Gram-negativas el sistemae@3a la formacion de
biopeliculas. Por otro lado, existe un sistema @®ibnal en la bacteriat. ferrooxidan$
perteneciente al consorcio biominero (Farah y @8Q5; Valenzuela y col., 2006; 2007).
Este sistema QS involucra la participacion de laLAsintasa Afel y el regulador
transcripcional AfeR capaz de unirse a AHLs, lol cugiere la existencia de un regulén
QS, tal como ocurre en otras bacterias Gram-negga{izberhard y col, 1981; Engebrecht
and Silverman, 1984; Beck von Bodman and Farra@@5;1Schuster y col., 2003; Wagner
y col., 2003). Ademas, la adherenciaAteferrooxidanS sobre sustrato mineral puede ser
modulada por analogos sintéticos de AHLs, lo quaciena estrechamente el QS y la
formacién de biopeliculas (Ruiz y col., 2008; Gdaza2010; Gonzalez y col., 2013). Sin
embargo, hasta la fecha de inicio de esta tegigsc@pcion dafel (Rivas y col., 2005), no

se conocfan los genes regulados por Q&teferrooxidans.

Por eso de acuerdo a todos estos antecedentesdesnental entonces identificar los
genes que son regulados por QSAerferrooxidans, y en particular establecer si algunos
de estos genes estan relacionados con la formdeidmopeliculas. En otras palabras, nos
propusimos intentar contestar la siguiente intemog ¢, Cuales son los genes regulados por
QS enAt. ferrooxidan5?

Para responder la pregunta anterior, nos propusidesificar el regulon QS en
At.ferrooxidand mediante el anélisis de la expresién global de demes (estudios
transcriptomicos) utilizando la tecnologia de mégreglos de ADN (Quatrini y col., 2006;
Appia-Ayme y col., 2006; Quatrini y col., 2009; ey col., 2009) en presencia y ausencia
de analogos sintéticos de AHLs como moduladoresisieima QS (Gonzélez y col., 2013).

En busqueda de responder nuestra interrogante meditia estrategia experimental,
nos propusimos construir un mutante raflel enAt. ferrooxidans$ por ingenieria genética.
Es conocido que en este tipo de bacterias extremofd frecuencia de obtencién de

mutantes es muy baja, ya que presentan gran diitién la integracion de material
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genético exdgeno en comparacion con otras bact&iasembargo, el laboratorio de la
Dra. Bonnefoy ha logrado la obtencién de un mutaleét. ferrooxidan5 (Liu y col.,
2001). Ademas, recientemente utilizando la misnrategjia experimental desarrollada por
el laboratorio de la Dra. Bonnefoy se obtuvierontantes deAt. caldus(Kotze y col.,
2006; van Zyl y col., 2008), lo que incentivo nuastlea de construir un mutante nafel
enAt. ferrooxidanS. Con estos antecedentes nos planteamos realigansaruccién de un
mutante deAt. ferrooxidan$ para el gerafel, ya que es el responsable de la sintesis de al
menos siete de las AHLs endogenas presentes en bestaria. De esta forma,
provocariamos la inhibicion del sistema QS por uh@$ogenéticos, lo cual permitiria
caracterizar el regulon QS al comparar el trangonp del mutante con el de la cepa

silvestre a través de ensayos de microarreglosate. A

Por ultimo, nos propusimos realizar experimentos germitan la sobre expresion,
obtencion y purificacion del regulador transcrip@b AfeR para determinar a través de
ensayos de cambio de movilidad electroforéticactephoretic mobility shift assays -
EMSA) el sitio de union de AfeR en la region regladiea del gerafel. De esta manera, nos
propusimos identificar, mediante analisis bioinfatitos, aquellos genes que presenten
este sitio de union y se encuentren controladoggterregulador transcripcional y por ende
regulados por QS.

Las tres estrategias experimentales e independieatdées descritas deberian

permitirnos identificar los genes cuya expresionmeglulada por el sistema QS en esta
bacteria.
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HIPOTESIS

Existe un conjunto de genes regulados A¢n ferrooxidansATCC 23270 que
conforman el regulon QS de este microorganismo & kgsponden a la presencia de

analogos sintéticos de AHLs.

OBJETIVO GENERAL

Identificar los genes del regulén QSAn ferrooxidansATCC 23270.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo especifico.ldentificar analogos sintéticos de AHLs que favereta adherencia

a sustrato mineral dat. ferrooxidans.

Objetivo especifico .2Estudiar el transcriptoma dat. ferrooxidan$ en presencia o
ausencia de analogos sintéticos de AHLs e ideatificuellos genes regulados por QS, en

particular aquellos involucrados en la adherenaimessustrato mineral.

2a. lIdentificar el inicio de la estimulatidel sistema QS durante el crecimiento de
At. ferrooxidans mediante el estudio de la expresion diferencialggm afel

(involucrado en el sistema QS).
2b. Analizar la expresion global de losem deAt. ferrooxidans cuando el sistema

QS se encuentre estimulado (determinado en el pamtgrior) en presencia o

ausencia de analogos sintéticos de AHLSs.
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Objetivo especifico.3Construccién de un mutante nulo del géel enAt. ferrooxidan$

para analizar su efecto en la adherencia en elratine

3a. Construccion de un vector suicida aofragmento del geafel mediante
ingenieria genética.
3b. Obtencion del mutaraéel enAt. ferrooxidans.

Objetivo especifico.Determinar el sitio de unién de AfeR en la regiéguladora del gen

afel.

4a. Construir mediante ingenieria genétinavector de expresion para obtener un
recombinante de AfeR.

4b. Sobre-expresar el ggfeRenEscherichia colly purificar AfeR.

4c. Identificar la secuencia de ADN dosdaine AfeR.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1Cepas y medios de cultivo

Se utiliz6 la cepa tipo dacidithiobacillusferrooxidansATCC 23270. El genoma de
ésta cepa esta completamente secuenciado y comsisten cromosoma circular de
2,982,397 pb con un porcentaje de G+C de 58,8%eep@i47 genes que codifican
proteinas, con un gran porcentaje (64,3%) de prateputativas segun analisis silico
(Valdés y col., 2008)At. ferrooxidan$ fue cultivada aerébicamente a 30°C en medio 9K
modificado [(NH).SO, 0,1 g/l;, MgSQ<7 H,O 0,4 g/l; KHPO, 0,04 g/l, pH 2,5, sin
metales traza] en presencia de perlas de azufneertal (50 o 200 g/l) como fuente de
energia (Amaro y col., 1991). Para obtener cultivescos, ésta cepa se crecié en medio
FeCi [(NH),SO: 0,4 g/l; KHPO, 0,4 g/l; MgSQ «7 H,0 0,4 g/l; FeS@7 H,0 3,5% piv;
NagCsHs0 (COy)s 0,3 g/l; pH 1,6] (Yarzabal y col., 2003) y en ne8K modificado que
contenia FeSE@7H,O (35 g/l) como fuente de energia. Para los exmaios de
conjugacion At. ferrooxidanS fue cultivado en medio TK [(NPLSO, 0,4 gll;
MgSQge7 HO 0,4 g/l; KHPO, 0,4 g/l y pH 3,5 - 5,2] con perlas de azufre (30 g
(Tuovinen y Kelly, 1973; Peng y col., 1994a) y eediw DOP [(NH),SO, 11,25 g/l
MgSQue7 HO 1,875g/l; KCI 0,375 g/l, 0,5x1d M de acido diaminopimélico (DAP),

3 mM de Leucina, pH 4,5 - 5,2] con 1,95 g/L de FgS8®1,0 y 1,95 g/L de N&,03; como
fuente de energia (Peng y col., 1994a; Liu y @8iQ1).

Para realizar las transformaciones, la contrucd@rvector de expresion para AfeR y
de los vectores suicida en los experimentos deuganjon se utilizé la cepa TG1 de
Escherichia coli[supE hsdD5, thi, A(lac-proAB), F traD36, proAB’, lacl9, lacZAM15].
Ademas, la cepa Rosetta BL21(DE3)/pLysSHiecoli [F ompThsdS$(rg” mg) gal decm
A(DE3 [lacl lacUV5T7gene 1 indl sam7 nin% pLysSRARE (Cal)] se us6 para
expresar AfeR. Estas dos cepas fueron cultivadasestio Luria-Bertani Broth (LB). Por
altimo, se utilizo la cepa S17.1 &e coli[recApro hsdR(RP4-2, Tc::Mu Km::Tn7)] como
cepa donora en los experimentos de conjugaciée gdliivada en medio DOP en pre-

sencia de un antibiético como agente selectivby®de extracto de levadura.
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3.2 AHLs sintéticas y analogos de AHLs

Se utilizaron diferentes tipos de anélogos de AHissa ser evaluados como
activadores de QS (Castang y col., 2004; Frezzaly 2006; Geske y col., 2007). La
colaboracion con el laboratorio del Dr. Doutheatafi€ia) nos permitio tener acceso a
AHLs sintéticas y a anélogos sintéticos de AHLss{&ag y col., 2004; Frezza y col., 2006;

Ruiz y col., 2008). Los anélogos sintéticos utdiaa estan descritos en la Figura 10.
3.3Ensayos de adherencia al mineral

Los cultivos deAt. ferrooxidans se realizaron en medio 9K modificado con matraces
erlenmeyer de 100 ml que contenian perlas de aZGfeg/l), 8 cupones de azufre
elemental (placas de superficie plana de 0,5 ofstenidas por la fusi6én de azufre
elemental) y analogos sintéticos de AHLs (5 pM)deeal inicio de la preparacion de cada
cultivo. La incubacién se efectud a 30 °C con ugitaaion lateral (90 rpm) por siete dias
como tiempo maximo de incubacion. El analisis deadtherencia de las células de
At. ferrooxidand sobre la superficie mineral se realiz6 observaadenicroscopio las
células adheridas en los 8 cupones de azufreastdz como sustrato mineral (Ruiz y col.,
2008). Dos cupones fueron extraidos desde cadaaudt 1%, 3, 5° y 7™ dia de
incubacidon. Una vez obtenidos los cupones de azidreada tiempo de incubacion se
realizé inmediatamente un andlisis microscopictadespuesta de adherencia celular sobre
mineral mediante la tincion de las células adheridabre los cupones. Primero, los
cupones de azufre de cada cultivo y de cada tietapncubacion fueron lavados tres veces
con agua acida (pH 1,5) para remover las célulascpinicas, luego fueron tefiidos con
DAPI [4",6-diamidino-2-phenylindole, (1 mg/ml)] @e LIVE/DEAD Bad.ight (1 pl/cnf,
Invitrogen) durante 30 minutos. Posteriormenteciggones fueron lavados tres veces con
agua acida para remover el colorante sobrante sidenganera, se marcaron las células de

At. ferrooxidanS adheridas en cada cup6n de azufre. Utilizandoasiapia de fluorescen-
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NANANS ctoan
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Figura 10. Acil Homoserina Lactonas y analogos sintéticos uilados en cultivos de
Acidithiobacillus ferrooxidang. Las C12-AHL, C10-AHL, OH-C12-AHL y OH-C14-
AHL, tetrazol e imidazolium fueron utilizadas enltiws de At. ferrooxidand para
observar su efecto en la adherencia de esta lzastdiie el sustrato mineral. El tetrazol y la
OH-C14-AHL (Gonzalez y col., 2013) se utilizaronmam estimuladores del sistema QS,
mientras que el imidazolium lo fue como inhibider@S (des Essarts y col., 2013).

41



Materiales y Métodos

cia se observo la adherencia celular en presereitosl andlogos sintéticos de AHLs
(Gonzalez, 2010). Para ello, cada cupdon fue obderna 63x de aumento en un
microscopio de epifluorescencia invertido ZEIZZ éwert 200M. Para cada ensayo de
adherencia se prepar60 un cultivo como control ddticultivo con células de

At.ferrooxidand y DMSO (solvente utilizado para la preparacionstiEks de AHLS)] y

un control abidtico (cultivo sin células), ambositoles con cupones de azufre y sin
analogos sintéticos de AHLs. Los cupones obtendksle los cultivos control fueron

analizados de igual forma que los ensayos de autiare

De acuerdo a lo anterior, se seleccionaron losogoal sintéticos de AHLs que
generan una mayor respuesta de adherencia sobm:edal. Para corroborar que estos
analogos sintéticos de AHLs seleccionados produparfuerte respuesta en el fenotipo de
adherencia, se utilizo la técnica de microscopdateinica de barrido que posee una alta
resolucion espacial (Mangold y col., 2008a; Manggldol., 2008b). Se prepararon los
cupones de azufre para su secado de punto cmtiemdo que utiliza una temperatura y
una presion por arriba del punto critico de tempeaay presion de la muestra para evitar el
colapso de su estructura durante el secado. Lisegealiz6 un sombreado con oro para
generar una capa fina del metal sobre los cupdoesial permite obtener una imagen al
rastrear la superficie de estos con un haz elactrofFinalmente, los distintos cupones
fueron observados en el microscopio electronicobdeido SEM LEO 1420VP de la
Unidad de microscopia y rayos X de la Facultad tséc& de la Pontificia Universidad
Catolica de Chile (PUC).

3.4 Protocolo de preparacién de cultivos de At. ferrédens’ para la extraccion de ARN
total

Los cultivos deAt. ferrooxidanS para la extraccién de ARN total se realizaron en
medio 9K modificado en presencia y ausencia dazetr(5 uM) y con perlas de azufre
(200 g/l) como fuente de energia. Se utilizé urtquolo para el crecimiento y adaptacion
de las células dat. ferrooxidan5 con el objetivo de estandarizar la preparaciémodes

los cultivos para la obtencion de ARN total. Deadstma se normalizé el crecimiento de
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las células det. ferrooxidan5 en todos los cultivos. Esto fue necesario pararmstuna
reproducibilidad en todas las muestras de ARN topadr ende en los resultados obtenidos.
Se desarrollé un cultivo dét. ferrooxidan5 en medio FeCi con una concentracion celular
inicial de 1x10 cel/ml. Luego de tres dias de incubacién con eigitalateral (90 rpm,
30°C), el cultivo se encontraba en su fase finalrdeimiento exponencial. Posteriormente,
desde el cultivo anterior se tomaron las célulazsaias para preparar un nuevo cultivo
(150 ml) deAt. ferrooxidan§ con una concentracion inicial de 1XI&&l/ml. Previo a la
preparacion del nuevo cultivo, las células fueramatlas tres veces con medio 9K
modificado para eliminar los remanentes del me@GiFincluyendo el hierro. Luego, las
células lavadas fueron resuspendidas con 150 mimddio 9K modificado en un
erlenmeyer de 500 ml que contenia perlas de ag2®@ g/l). De esta forma, se permitié
una adaptacion de las células Ate ferrooxidan5 a las condiciones del nuevo medio de
cultivo. Después de una incubacion de seis diagjlé&vo se encontraba en su fase final de
crecimiento exponencial y alcanzaba una concedmate 1x18 cel/ml aproximadamente.
Asi, desde el cultivo de adaptacion de las célsgasomé una alicuota para realizar un
nuevo cultivo denominado pre-indculo, el cual skzotpara preparar los cultivos con y sin
tetrazol desde donde se extrajeron las muestrAfdletotal. Este pre-indculo se realizo en
medio 9K modificado (400 ml) con perlas de azuf@0Q(g/l). Una vez que el pre-inéculo
alcanz6é una concentracién celular de £xt6l/ml (4 dias de incubacién a 30°C con
agitacion lateral), se tomd una alicuota de ésta paeparar 3600 ml de medio 9K
modificado con una concentracién celular inicialld@0 cel/ml, con tetrazol (5 uM) y sin
éste (s6lo DMSO, solvente de tetrazol). Estos 36D€ueron divididos para generar seis
cultivos de 600 ml con igual concentracion celu@ada cultivo de 600 ml se preparo en
un matraz erlenmeyer de 2 L que contenia perlasaaidgre (200 g/l) previamente
esterilizadas. Los seis cultivos fueron incubad88°&€ con agitacion lateral (90 rpm). Tres
cultivos fueron incubados por 2 dias, dos por 3 gial ultimo por 4 dias. Asi, la misma
cantidad de células total se obtuvo en cada candiobe incubacion. Al término del tiempo
de incubacién se realizd la extraccion de las maesie ARN total. Este protocolo se
realizé seis veces (tres con tetrazol y tres smzel) para obtener tres réplicas biologicas

de muestras de ARN total con y sin tetrazol a Issrdos intervalos de tiempo (Fig. 11).
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Figura 11. Esquema de la preparacion de cultivos dacidithiobacillus ferrooxidans para la
extraccion de muestras de ARN totalSe realiz6 este protocolo experimental para nonaak!
crecimiento celular y disminuir las variaciones exmentales en la obtencién de cada muestra de

ARN total (ver detalle en el texto).
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3.50btencién de células planctonicas y adheridas

Se cultivé la cepa dét. ferrooxidans en presencia y ausencia de los analogos
sintéticos de AHLs seleccionados en el objetiviofh@ se describe en el punto 3.4. De
estos cultivos se extrajeron las células planc&nimediante pulsos de centrifugacion
(1000 rpm por 5 minutos) para precipitar las tradasazufre en suspension obteniendo
solamente el sobrenadante con las células plasegniPara la obtencion de células
adheridas al mineral se recolectaron las perlagzire de cada cultivo. Estas fueron
lavadas con agua acida para eliminar las céluascfiinicas remanentes. Luego las perlas
de azufre fueron incubadas por 5 minutos en agiga §pH 1,5) con Triton X-100 al
0,04% (agitando con un vortex cada 1 minuto) pacdifar el desprendimiento de la célula
desde las perlas de azufre. Inmediatamente, Seameal pulsos de sonicacion (un pulso de
sonicacion cada 4 segundos por 2 minutos a 4°@phdéafno de sonicacion para separar las
células adheridas de las perlas de azufre. Pastenite, a través de una centrifugacion
(1000 rpm por 5 minutos) se precipitaron las pedieszufre y remanente de este ultimo,
obteniendo en el sobrenadante las células adhditeaadas, las cuales fueron lavadas tres
veces con agua acida para eliminar el Triton X-TFdfalmente, para corroborar que se
obtuvo gran parte de las células adheridas, seuéfama tincion con LIVE/DEAD
Bad.ight de las perlas de azufre después del processomicacion para analizarlas
mediante microscopia de fluorescencia y verificae ¢ge extrajo el total o un alto

porcentaje de las células adheridas.

3.6 Extraccion de ARN total y obtencion de ADNc

Se extrajo el ARN total desde células planctonigaadheridas que provenian de
cultivos con y sin analogos sintéticos de AHLsdselonados en el objetivo 1) mediante un
protocolo modificado de extraccion de ARN total demol acido (Aiba y col., 1981,
Guiliani y col., 1997). Este protocolo incluye umsp de extraccion preliminar con
TRIZOL® (Invitrogen) y la purificacion del ARN totatilizando el “kit High Pure RNA

isolation” (Roche Applied Biosystem) como desciii@viamente (Quatrini y col., 2006;
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2009). Para remover el ADN, el ARN total fue tratadon Turbo DNAse (Applied
Biosystem). La calidad de cada muestra de ARN fatalerificada en un gel de agarosa y
la ausencia de ADN gendmico fue chequeada por R&Rurificacion de las muestras fue
chequeada mediante la D.0.=260/280 (valerds8) y D.0.=260/230 (valores 2.0) para

descartar la contaminacion con proteinas, sale$AEBarbohidratos o fenol.

Para la generacion de ADNc a partir de ARN totalusézaron dos métodos
dependiendo del tipo de analisis a realizar: ippas experimentos de gRT-PCR se utilizo
la transcriptasa reversa “Superscript/IRNAsa” (Invitrogen Life Technologies) (Quatrini
y col., 2009) y ii) para los experimentos de micreglos de ADN se utilizé el “kit” de la
transcriptasa reversa “ChipSHbtLabelling Clean Up System” (Promega) para obtemer
ADNCc fluorescente por incorporacion directa de aatilos marcados con Cy®3 y Cy®5
(Quatriniy col., 2006; 2009).

3.7PCR en tiempo real (QRT-PCR)

Para estudiar la expresion diferencial de los gesgesealizaron experimentos de
gRT-PCR. Para esto, se utilizaron los ADNc obtenidesde muestras de ARN total de
células plancténicas y adheridas provenientes sleutiivos deAt. ferrooxidan5 crecidos

con y sin anélogos sintéticos de AHLs y cosechadatistintos intervalos de tiempo.

En los primeros experimentos de qRT-PCR se ankdie&presion diferencial del gen
afel en distintos intervalos de tiempo de incubacion 9612, 24 y 48 horas) con la
molécula OH-C14-AHL (5 uM) en un cultivo de tresasli Se empled el termociclador
Mx3000P (Stratagene) y el “kit Fast EvaGreen® gPMRBster Mix” (Biotium). El
fluor6foro SYBR Green se une al dsDNA y emite fesmencia cuando es excitado. La
fluorescencia se monitore6é en tiempo real, siensta @roporcional a la cantidad de
producto amplificado (Bustin, 2000). Se construperarvas de calibracion con diluciones
seriadas del ADN genémico @¢. ferrooxidan$ para estimar el nimero de copias de cada

gen en los distintos ensayos. Para normalizareesltados, se utilizé la expresion del gen
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rrs que codifica para el ARNr 16S d¢. ferrooxidanS como control endégeno (Tabla 3,

partidoresrs®).

Los experimentos de qRT-PCR realizados para anddzaxpresion diferencial de
los genesfel, afeR zwf wcaAy AFE_1339 (2, 3 y 4 dias de incubacion con yasirazol)
fueron desarrollados utilizando el “kit SsoFast Gkeen Supermix 2X” (BioRad) vy el
sistema CFX96 Real-Time usando el termociclador 001QBioRad). El fluoréforo

EvaGreen actla de forma similar al fluoré6foro SYBRen.

Para normalizar los resultados, se utilizo la esipre diferencial del gemrs que
codifica para el ARNr 16S dat. ferrooxidanscomo control enddégeno. Los partidores
utilizados en los experimentos de gRT-PCR fueraefthdos con el programa de Roche
(Tabla 3, partidoress®). Los resultados obtenidos de cada muestra fusmatizados con
los programas MxPro 3.2 y REST (The Relative Exgioes Software Tool). Los analisis

estadisticos fueron realizados con el programatag Prims 5.
3.8Ensayo de expresion global mediante microarreglesADN

Con la finalidad de estudiar la expresion génicaAtiferrooxidans en distintas
condiciones de cultivo (células planctonicas y adlas a las perlas de azufre, crecidas con
y sin analogos sintéticos de AHLS) se utilizo lentéa de microarreglos de ADN (Quatrini
y col., 2006; 2009). De esta forma, se analiz&faesion diferencial de todos los genes de
At.ferrooxidand para identificar aquellos pertenecientes al regu@S. Esta técnica
experimental se desarrollé6 con ARN total obtenided# células planctonicas y adheridas
para cada condicion (con y sin AHLs). Se utilizoutpde ARN total de cada muestra para
generar dos preparaciones de ADNc independientala (preparacion contenia 5 pg de
ARN total). Estas dos preparaciones de ADNc fuemercadas con uno de los dos
fluoréforos (Cy®3 o Cy®5) con el “kit” de la tramgotasa reversa “ChipShdt Labelling
Clean Up System” (Promega) para obtener un marceaje fluorecencia reversa o

intercambio de fluoréfora “dye swap” para dar cuenta de diferencias en el muestreo, los
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Tabla 3. Partidores utilizados para los experimentos de-BRR.

Materiales y Métodos

Gen Coc_jlgo Secuencia 5' - 3' Amplicon Tm (°C)
partidor (pb)
60
AFEIT11 CCAGCTGAAGTTTTACCG 253
afel 60.9
AFEIT22 GTGCCAGTCCGTTGAGTA '
AFER11 GTCACGGTTTCTCCAGCA 292 59
afeR 59
AFER22 CAGATATCAAGCGCAGGAAT
60,7
zwfl CGATATGGAACCGCAATTACA 211
Zwi 60,2
zwf2 CGCAGGACTTTGACCTT '
60,7
AFE1339-1 TCGTATTGTGGCGGTGGATG 209
AFE_1339 59
AFE1339-2 TAAGGCCGACTTGATCCTGT
58
wcaA-1 AGGGGAGCGTCAATCGGTAAA
183
wcaA 56
wcaA-2 ACCCTGGCATCTGGACAAAA
16S-G ACACTGGGACTGAGACACGG 260 58
b
res
16S-D ACCGCCTACGCACCCTTTAC 58
16S11 TGGTGCCTAGCGTACTGAGTGT 204 60,1
rrs®
16522 CCGAAGGGCACTTCCGCA 59

48



Materiales y Métodos

sesgos en el acoplamiento de los fluorocromos gfitaencia en las emisiones de éstos
ultimos. Para eliminar el exceso de nucleétidosrlacentes marcados con Cy®3 o Cy®5
y ARN total degradado, el ADNc marcado fue purificausando el “kitChipShot
Labelling Clean-Up System” (Promega). La eficieng&incorporacion de los fluoréforos
fue determinada por la absorbancia a 260, 550 yn® la frecuencia de incorporacion
(FOI, frecuencia de incorporacion) fue calculada ateierdo a las instrucciones del
proveedor. Con las muestras de ADNc marcadas Optmge se realizaron 16
hibridaciones como se muestra en la Tabla 4. 8ezantin 300 ng de ADNc marcado para
cada condicidon experimental (células planctonicaadberidas, con y sin AHLs). Cada
hibridacion de 600 ng de ADNc (300 ng marcados Cg@®3 y 300 ng marcados con
Cy®5) fue cargada inmediatamente sobre dos miagks de Agilent, cada uno contenia
8 copias independientes del grupo de oligonuclestique representaban al genoma
completo deAt. ferrooxidan$ (Fig. 12). Cada copia contenia 6294 oligonucl@stide
55nt que monitorean la expresion diferencial de 3lgahes, a razéon de dos
oligonucledtidos por cada gen. El disefio de todssligonucleétidos fue realizado por el
Dr. Emmanuel Talla (Laboratoire de Chimie BactémetUMR 7283, CNRS - Marseille).
Una vez que las 16 hibridaciones fueron cargadada enicroarreglo se incub6 por 16
horas a 42°C en una camara de hibridacion (AgB2834A). Finalmente, el microarreglo
fue lavado con “kit Agilent gene expression waskfdsti (1 minuto a 37°C, “Two-color
microarray-based prokaryote analysis protocol”, |&g) con agitacion y secado por
centrifugacion a 1208 g por 1 minuto para su posterior analisis (Quatyirwol., 2006;
2009; Vera y col., 2009).

3.9 Andlisis de microarreglos de ADN
Los datos “spots’bbtenidos de la imagen escaneada con el escanen A400A
(Molecular Devices) de cada microarreglo fueronntifisados con el programa Genepix

Pro 6.0 (Molecular Devices) y posteriormente amalos usando el programa Acuity 4.0
(Molecular Devices).Todos los datos fueron estudiadossegun su patron de hibridacion,
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Tabla 4. Descripcion de las 16 hibridaciones realizadakag laminas de microarreglos de ADN.
S, células sésiles; P, células plancténicas; Djvosl con DMSO sin tetrazol; T, cultivos con
tetrazol; 1, 2 y 3, niumero de la réplica biologea; b, réplicas experimentales. En cada hibridacio
se utilizé cianina 5 (G®5, emite color rojo) para marcar una muestra yidaioa 3 (C{®3, emite
color verde) para marcar la otra muestra a comp@rehno hibridaciones se realizaron en cada
microarreglo de ADN (M1 y M2).

Microarreglos N° de Cy5 Cy3
de ADN Hibridaciones

1 SD1 S5T1a

2 SD2a 5T2

3 SD3 ST3
M1 4 SD2b 5T1b

5 ST2 sD3

6 S5T3 SD1
7 PD1 PT1a

8 PD2a PT2

9 PD3 PT3
10 PD2b PT1b

11 PT2 PD3

M2 12 PT3 PD1
13 PT1 S5T1la

14 S5T2 PT2

15 S5T3 PT3

16 PT2 S5T2

8 hibridaciones independientes

Figura 12. Representacion de un microarreglo de ADNle Agilent utilizado para los
estudios transcriptomicos del genoma deAcidithiobacillus ferrooxidans. Cada
microareglo de ADN posee 8 copias independiente$ glenoma completo de
At. ferrooxidan5. Cada copia posee 6294 oligonucledtidos capacesildtedar con la
secuencia de ADNc de 3147 genes. Cada gen estseaprdo por dos oligonucledétidos.
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lo cual se revela por una correlacion lineal negaéintre el logaritmo de la intensidad de
Cy®3 y el de Cy®5 en cada “spot”. Posteriormentdps los datos fueron transformados
al logaritmo en base dos de la razon entre la sidad de cada uno de los fluoroforos
(log, Cys/cyg - expresion del gen) y normalizados (“lowess”) palamthuir la variacion
entre los dos grupos de datos. Finalmente, todogdoes con valores 5E (> 95% de
confianza) del “One Sample t-Test Benjamini-Hoclabgxdv)” fueron considerados. Los
resultados de expresion diferencial obtenidos pada gen (en cada réplica biolégica y
experimental) que presentaron valores de su medidr@ o< -1,0 (valores que indican un

cambio en la expresion de dos veces o0 mas) erblagddaciones fueron analizados.
3.10Construccién del vector suicida pSMla

La construccion del vector pSMla se realizé medidat insercion del gen de
resistencia a la kanamicina y de un gésl trunco en un vector suicida movilizable, de tal
manera que mediante una sola recombinacion homd&sta plasmido sea capaz de
interrumpir el gen silvestrafel (Fig. 13). Se utilizé el plasmido movilizable pUgiob
(4.2 kb) (Simon y col., 1983) que no puede repseaenAt. ferrooxidans El gen de
resistencia a la kanamicina (1.3 kb) se obtuvogmndg desde el plasmido pUC4KISS
mediante una digestion con la enzima de restricegiin Con esta misma enzima se cortd
el vector pUC18mob para posteriormente ligarlo ebgen de resistencia (Fig. 14). El
producto de esta reaccién de ligacién (pUC18mobRKd&n5 kb) se introdujo por

transformacion en la cepa TG1Hscherichia colpara su replicacion.

La construccion del gen trunasafel (253 pb) se realizO mediante PCR con los
partidores AFEIT11 y AFEIT22 (ver Tabla 3), luegigoroducto PCR se ligo con el vector
pCR-Blunt-TOPO para obtener el gen trudadel flanqueado con los sitios de restriccion
EcaRl. El producto de esta reaccion de ligacion (pGaBTOPQ\afel) se introdujo por
transformacion en células quimiocompetentes JM189Ed coli para su replicacion.
Posteriormente, para escindir el gen truhatel se realizé una digestion con la enzima de

restricci6nEcoR|. Finalmente, se cortd el plasmido pUC18mob'KannEcdR| para ligar
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Figura 13. Esquema tedrico de la insercion del vamtsuicida pSM1a (pUC18molAafel
Kan) en el ADN gendmico de\cidithiobacillus ferrooxidans.

mob pUC1Brnob mob pUC1 8mob

Digestién con Psil

Pstl Kanf Pstl

!

Ligacion # mob [ pUC18mob Kan®

\

pUCKISS —_—

Digestion con Psil KanR
/ Ka! 3

Pstl Pstl

Figura 14. Esquema de la insercién del gen de kanamicina en etéator pUC18mol. La
insercidn del gen de resistencia a kanamicinagakzé a través de una digestién con la
enzimaPst para remover dicho gen desde el plasmido pUC4KiSaira cortar el vector
pUC18mob. Luego, mediante ligacion se logré laritidéa del gen resistente a kanamicina en

el sitio de multiclonamiento del vector puC18mob.

52



Materiales y Métodos

el gen truncaafel y obtener el vector suicida pSM1la (pUC18ndwfel Kan?, 5.8 kb)
(Fig. 15). Todas las construcciones fueron cheqgeadr secuenciacion (MACROGEN,

Corea).

3.11Construccién del vector suicida pSM1b

La construccion del vector pSM1b se realizé utida el vector pBluescript (pBS
SK polylinker, 2.9 kb) e insertando en él un gemasistencia a kanamicina flanqueado por
dos fragmentos que corresponden a las regionesriib@a y rio abajo del geasfel. De esta
forma, y a través de una doble recombinacion hogadtte éstos fragmentos con la region
del gen silvestrafel es tedricamente posible su interrupcion (Fig. Madiante PCR con
los partidores AFEIN1, AFEIN2, AFEIC1 y AFEIC2 (vefabla 5) se obtuvo la
amplificacion dedafel que corresponde a: i) la region rio arribaafid (286 pb de la regidn
reguladora y 284 pb de la region codificante),daglenominada N (570 pb) y ii) la region
rio abajo del mismo gen (249 pb de la region ccalifie y 294 pb rio abajo), region
denominada C (543 pb). Las regiones N y Caflel presentan sitios de restriccion
enzimatica especificos en sus extremos para &acsil insercion en el plasmido BS. La
region N presenta rio arriba el sitio de restrindignl y rio abajo el sitio de restriccion
Hindlll. La regién C presenta los mismos sitios ddri@son, pero inversamente (rio
arribaHindlll y rio abajoKpnl). De acuerdo a ésto, las regiones N y C fuertmodinicidas
de manera independiente en el plasmido BS (SKip&bf) a través de las digestiones -y
posterior ligacion - coipnl - Hindlll y Hindlll - Sma respectivamente. Para la insercion
de la region C en el plasmido BS (SK polylinkere) ilizé el sitio de restriccioSma
debido a que éste se encontraba en el plasmidibajo del siticHindlll, o cual permitio
orientar la insercién de la region C respectoradgdn N. Ademas, la enzima de restriccion
Smad genera extremos romos o de tipo “blunt”. Una ektenida la region C mediante PCR

con los partidores descritos en la Tablaebprocedi6 a realizar una digestion con la enzima
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EcoRl

Kan® Kan®
mobl] pUCIEmab Kert mob@
Digestidn con EcoRlI Kan®

Ligacion W mob [l pUC18mob Kan® 4 afel
|
pCR- Blunt II A EcoRlI EcoRI
T0PO e
— Digestién con EcoRlI
Aafel
EcoRI EcoRl

Figura 15. Esquema general de la construccion delegtor suicida pSMla (pUC18mobhafel
Kan). Se realiz6 una digestion con la enziB@RI| de los vectores pUC18mob Kan y pCR-Blunt-
TOPO [vector que se utilizé para la construcciéh gn truncoafel (Aafel)]. De esta forma, se

obtuvo el vector pUC18mob Kan y el gafel trunco en su forma lineal. Finalmente, se realiné
reaccion de ligacion de ambos productos linealesenidndo el vector suicida pSMla
(pUC18molhafel Kan).

Tabla 5. Partidores utilizados para la obtencién del fafel (regiones N y C). Se indican los
sitios de restriccioKpnl y Hindlll en rojo y azul, respectivamente.

Codigo Secuencia 5' - 3' Amplicon — Tm
partidor (pb) (°C)
AFEIN1 AAGGTACCITGGGGTGGGACTGGCGGATGGA 570 57
AFEIN2 AAAAAGCTTCAGTCCGTTGAGTAACTGGG 48
AFEIC1 AAAAAGCTTTCTGAATGGCCAAGCCAAGA 543 47
AFEIC2 AAGGTACCTACGGATGTCTTCATCCGTAAC 50
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Interrupcion del gen afel
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Figura 16. Esquema tedrico de la insercion del vemt suicida pSM1b (BSmotafel::Kan) en
el ADN genémico deAcidithiobacillus ferrooxidans.
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Kpnl para posteriormente mediante la accion de ladldngrasa generar un extremo romo.
Finalmente, este fragmento de ADN fue digerido édindlll y fue insertado en el
plasmido BS (SK polylinker) que fue digerido ddimdIll y Sma (Fig. 17).

Una vez insertada la region N en el plasmido BS (&MWylinker) de forma
independiente, se procedio a escindir la regiérol los sitios de restriccioRindlll y
BanHl para luego ser insertada en el plasmido BS quéene la region N, obteniendo el
pseudogedafel (fragmento N-C, 1.1 kb) (Fig. 18A). Posteriormerge corto el plasmido
BSAafel con la enzima de restricci6Hindlll para insertar el gen de resistencia a
kanamicina (2 kb), el cual se obtuvo y escindidddesl plasmido pHP43Kan mediante
una digestion con la misma enzima (Fellay y c@®87). El gen de resistencia a kanamicina
al ser insertado en el plasmido &&el quedd flanqueado por las regiones N y C del gen
afel, debido a que el Unico sitio de restriccidmdlll en el plasmido se encuentra entre
ambas regiones (Fig. 18B). Por ultimo, se procadéfecutar una digestion en el plasmido
BS Aafel::Kan" con la enzima de restricci@anH| para insertar la regién mob (regién que
posee los genes de movilidad necesarios para Jagamion, 1.6 kb), la cual proviene del
vector pUC18mob y se obtuvo mediante una digestidnla misma enzima de restriccion

(Fig. 18C). Finalmente, se obtuvo el vector suigi8M1b (pBSmohafel::Kan®, 7.6 kb).

Todas las transformaciones fueron realizadas &grde células quimiocompetentes
generadas en la cepa TG1 Eecherichia coli La seleccion de los clones positivos en la
insercion de las regiones N y C en el plasmido 88&aliz6 observando la hidrdlisis de un
B-galactésido llamado X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-intifi-D-galactosido), el cual al ser
hidrolizado genera un color azul. Su hidrolisigpesducida por I$-galactosidasa, enzima
gue es funcional cuando no hay insercion de ADNaejro en el sitio de multi-

clonamiento del pladsmido BS.

Todas las construcciones fueron chequeadas poersgauion (GATC Biotech,

Alemania).
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A Digestion con Kpnly Hindlll B Digestion con Smal Digestidn con Kpnl
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Figura 17. Esquema general de la insercion de las regiones N y&h el plasmido B.. A, la
insercidn de la region N en el plasmido BS se zéaddi través de la digestiébn de ambos con las
enzimaskKpnl y Hindlll, para posteriormente facilitar la ligacién eregion N y el vectorB, la
insercidn de la regién C en el plasmido BS se efeattravés de las digestiones con las enzimas
Kpnl, Hindlll y Smd. En el caso del pldsmido BS, primero se real@&digestion corsma para
generar los extremos romos o de tipo “blunt”, lusgaealizo otra digestion con la enzikfiadlll.

El producto PCR de la region C fue digerido comaimaKpnl para luego mediante la accion
exonucleasa de la T4 ADN polimerasa se escindatelneo 3’ saliente generando un extremo tipo
“blunt”, perdiéndose el sitio de restricciépnl. Posteriormente, mediante una segunda digestién
conHindlll se obtuvo el fragmento C con un extremo castadnHindlll y otro de tipo “blunt”.
Finalmente la region C fue ligada al plasmido BS.
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Digestion con Hindlll y BamHI Digestion con Hindlll y BamHI

Hindlil il

Ligacion

Hindil

Hirdill

!

Digestidn con Hindlll

BSAafel Hmdlll-h'mdlll

Ligacién

!

BSAafel::Kan®

Hindil Hindill

“BamHi

Digestion con BamHI

& N
BSAafel:Kan® BamH|— |G BormH|

Ligacién

Y Bamt l

Figura 18. Esquema general de la construccion dekegtor suicida pSM1b (pBSmolafel::Kan) .

A, la construccion del geafel trunco se realizd6 mediante la insercién de ladred -obtenida a
través de las digestiones cdimdlll y BanHI desde el plasmido BS- en uno de los clones igosit
gue presenta inserta la regionBy.el gen de resistencia a kanamicina fue escindiolitenido desde
el plasmido pHP48Kan a través de una digestiéon con la enzZidmalll, misma enzima con la que
se cortd el plasmido BSafel para insertar el gen de resisten€lala insercion de la regién mob en
el plasmido BSAafel::Kan fue realizada mediante la digestion con lairea BanH| y posterior
ligacién de ambos.

58



Materiales y Métodos

3.12Conjugaciéon

Los experimentos de conjugacion se realizaron Eortoli como cepa dadora y
At.ferrooxidand como cepa receptora. La cepa S17.1Edeoli contiene la maquinaria
necesaria para el proceso de conjugacion y traamsfer del vector movilizable suicida
(pSMla o pSM1b), el cual contiene el g&el trunco y un sitio de reconocimiento para
funciones de transferencia (region mob) para lailmacion de él mismo (Simon y col.,
1983). La cepa dadora fue cultivada en medio lm®P (37 °C, extracto de levadura al
0,5 % como fuente de energia y kanamicina [100 [Jgfmadaptada a un pH mas acido
(pH 4,5 0 5,2) que el 6ptimo de la bacteria (pH.7,0ego, un nuevo cultivo de ésta cepa
adaptada se crecio en igual condiciones hastadad@a crecimiento exponencial tardia (Liu
y col., 2001). En tanto, la cepa receptora se @¢r@d0 °C en medio liquido TK a pH 4,5 0
5,2 con perlas de azufre como fuente de energia ka$ase de crecimiento estacionaria
(Tuovinen y Kelly, 1973; Peng y col., 1994a; Liucgl., 2000). Ambas cepas fueron
lavadas tres veces con medio salino basal DOPgtiarmar las trazas de fuente de energia
de cada medio de cultivo (extracto de levadura wfrag al ser recolectadas por
centrifugacion (8 minutos a 7000 rpm, a temperatmeiente y 4 °C para la cepa
receptora y dadora, respectivamente). Luego cauafoe resuspendida en un volumen de
medio salino basal DOP para obtener una concedtraéinal de 2x18 cel/ml.
Posteriormente, se hizo una mezcla de 100 pl d¢imtdis proporciones (1:1, 1:2 y 2:1) de
la cepa dadora y receptora. Los 100 pl de cadaopigm fueron incubados en medio
sélido DOP (pH 4,5 o 5,2) que contenia adicionab®éh05 % de extracto de levadura,
0,5x10* M de DAP, 3 mM de Leucina y 0,05 % de,S#D; (Peng y col, 1994b; Liu y col.,
2001). Luego de una incubacion a 30 °C por tres@dias en el medio solido, las células
fueron recuperadas y resuspendidas en 1 ml de realiii@ basal DOP. Del total de células
recuperadas, distintas diluciones (Tabla 6) fuglaqueadas y crecidas por 10 a 15 dias en
medio sélido DOP (30 °C, sin extracto de levad&e5Q 0.05 %, con y sin kanamicina
[100 y 200 pg/ml], pH 4,5) y por 7 dias en mediquilo DOP (30°C a pH 2,5)
reemplazando el FeSQ@or 5 g de azufre en polvo tal como descrito eny.col. (2000).

Los transconjugantes resistentes a kanamicinariuaralizados por PCR.
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Tabla 6.Diferentes condiciones experimentales realizaddesensayos de conjugacion.

Tiempo de conjugacion 3 dias

Tiempo de conjugaBidfas

pH 4.5 pH5,2 pH 45 pH 5,2
Cultivo en . Cultivo en . Cultivo en . Cultivo en .
. Inoculacion . Inoculacion . Inoculacion . Inoculacién
medio medio medio medio
. medio liquido . medio liquido . medio liquido . medio liquido
D solido* solido* solido* solido*
Ir
-K, +K -K, +K -K, +K -K, +K -K, +K -K, +K -K, +K -K, +K
11 v v v v v v v v
1:2 v v v v v v v v
2:1 v v v v v v v v

(*): Los cultivos en placas de medio sélido seiraabn con distintas diluciones (1,010° y 10° cel/ml) a
partir del total de células recuperadas de la ¢agidn.
(a): pH de los cultivos de adaptacion y del medi@adnjugacion para la cepa dadora y receptora.

P/x: Proporcion entre la cepa dadora y la cepa recepto

-K: Sin Kanamicina.
+K: Con Kanamicina (100 y 200 pg/ml).
V: Condicién realizada.
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3.13Construccion de un vector de expresion de AfeR

La construccion del vector de clonamiento se realiilizando el plasmido pET21
(NOVAGEN) debido a que contiene el promotor T7 dehl controla la expresion de los
genes clonados) y codifica una secuencia HiseTdimall de su sitio de multiclonamiento
donde se insert6 el gafeR Mediante PCR con los partidores AFERC1 y AFERTEb(a
7) se amplificé el geafeRcon los sitios de restricciddindlll rio arriba yXhd rio abajo.
Posteriormente, se realizé una digestion del ptodBER -correspondiente al gafeR y
del plasmido pET21 con las enzimdmdlll y Xhd para luego insertar a través de una
ligacion el genafeRen el plasmido (Fig. 19). Con el producto de &gtion se realizo
una transformacion en la cepa TG1 Klecoli, recuperando las cepas recombinantes en
placas con agar LB y ampicilina (100 pg/ml), pueste el plasmido pET21 posee esta
resistencia. Luego de una incubacion por 24 hor&Y°€, las colonias resistentes al
antibiotico fueron analizadas por PCR con los garés AFER11, AFER22, petT7 y T7 ter
(Tabla 7) para verificar la correcta insercion gehafeRen el sitio de multiclonamiento
del plasmido. Una vez identificados algunos clopesitivos, se escogio uno para
secuenciar la region de multiclonamiento del pléismion el objetivo de corroborar la
correcta insercion del geafeRy comprobar que su secuencia no ha sido alte@4aC
Biotech, Alemania). Finalmente, se realizé una autansformacion para introducir el
plasmido secuenciado que contiene el afeRen la cepa Rosetta (DE3)/pLysS, puesto que
dicha cepa tiene el gen que codifica la T7 ARNrpelasa que se encuentra bajo el control
del promotor Ric UV5 inducible con IPTG. Los clones positivos olides de esta ultima
transformacion fueron analizados por una reacogOR@R Y utilizados en los experimentos

de expresion y purificacion de la proteina AfeR.

3.14Expresion y purificacion de AfeR

El vector pET2lafeRse insertdé en la cepa Rosetta (DE3)/pLysE deoli para su

replicacion y la expresion del gafeR Un cultivo de 4,8 L de esta cepa recombinante se
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Tabla 7. Partidores utilizados para la amplificacion deh@feRy para corroborar su correcta
insercion y orientacién en el vector de expresiEm.rojo y azul se indican los sitios de restriccion
paraHindlll y Xhd respectivamente.

Cadigo . Amplicon Tm
partidor Secuencia 5' - 3 (pb) (°C)
AFERC1 AAAAAGCT TGGGAAGGAGGGACATTTGGATC 247 50
AFERC?2 AAACT CGAGCGACAGCAACCCGAGCATCG 4
AFER11 GTCACGGTTTCTCCAGCA ooy 0
AFER22 CAGATATCAAGOGCAGGAAT 59
petT7 GTGAGCGGATAACAATTCOCC oss
T7 ter CAGCCAACTCAGCTTCCTT 60

petT7

——————

__T7 promoter > lac operator Bant | EcoR| Sacl i—:fli-gil |th|1| His+Tag

Ti-ter

Digestion de pET21 con Hindllly Xhol l

petT?
T7 promater ) lac operator Bant| Eco| Sac| _Sall r%"%ll-l His'Tog
h
TTCGA C e

Ligacion de afeR

AFER%?  AFER{{

—_— e
) AGL—IT E .
¥ . GAGCT 3
f— —
AFERCL AFERC2

Figura 19. Esquema general de la conruccion del vector de expresion de Afe. La construccior

se realizé en el plasmido pET21, el cual fue dagedon las enzimadindlll y Xhd para insertar el
genafeR La amplificacion del geafeRse efectud a través de una reaccién de PCR ctidgras
(AFERC1/AFERC?2) que permitieron obtener un prod@®BR con los sitios de restricciétindlll y
Xhd en los extremos 5’ y 3’ respectivamente. Se iadéc posicion de los partidores petT7, T7-ter
sobre la secuencia del plasmido y AFERC1, AFERCU2ER11 y AFER22 sobre la secuencia del
genafeR(genoma dét. ferrooxidan3).
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crecio a 37°C en medio LB con ampicilina (100 pg/yntloramfenicol (34 pg/ml) hasta
una D.0.=0,6. En este punto de crecimiento deiveuke agregé OH-C14-AHL (1 pM,
Soulére y col., 2008) para estimular y estabilarcorrecto plegamiento de la proteina
AfeR durante su sintesis, puesto que la molécuksHletiene la capacidad de unirse a ésta
proteina. Ademas, en este punto de crecimientcwugl/o fue agregado nuevamente el
antibiotico (ampicilina, 100 pg/ml) para mantenarpresion selectiva, debido a que la
ampicilina es degradada por la beta-lactamasaicad# por el producto del géta que se
encuentra presente en el vector pEaBR Posteriormente, el cultivo se crecié por 30
minutos a 30°C para provocar que la sintesis déeip@s ocurra mas lentamente y
favorecer asi un correcto plegamiento de AfeR.(Romo, el cultivo se estimul6 con IPTG
(0,4 mM) para inducir la expresion del gen y seiédrpor 3 horas a 30°C (D.0.=1,4). Las
células fueron obtenidas mediante centrifugaci@®@8 g por 10 minutos a temperatura
ambiente) y lisadas por sonicacion en un tampdisidg Tris-HCI 50 mM, NaCl 300 mM,
imidazol 5 mM, Tween 20 2%, DNAsa 0,1 mg/ml, ardipasa phenylmethylsulfonyl
fluoride (PMSF) 1 mM (libre de EDTA), lisozima Ortg/ml, OH-C14-AHL 5 uM, pH
7,4]. Se realiz6 una centrifugacion (1200@ durante 30 minutos a 4°C) para obtener el
precipitado donde se encontraban los cuerpos digsidn. El precipitado fue solubilizado
con urea (4 M) en un tampon fosfato §R&@, 40 mM, NaCl 300 mM, PMSF 1 mM, OH-
C14-AHL 5 uM y DNAsa 0,1 mg/ml, pH 7,4) mantenidtC4con agitacion suave por 30
minutos y centrifugado a 13000 rpm por 20 minutos4<. El sobrenadante,
correspondiente a los cuerpos de inclusion sokaalbs, fue filtrado (filtro de 0,45 um) y
cargado sobre una columna HisTPapralorf® crude (cobalto). La elucién de la proteina
fue realizada utilizando un tampdn fosfato {fR@ 40 mM, NaCl 300 mM, urea 4 M,
PMSF 1 mM, OH-C14-AHL 25 uM) con concentracionescantes de imidazol (5, 50,
150, 250 y 500 mM). Los resultados fueron analizgomr SDS-PAGE y Western blot con
anticuerpos anti Hisetag. La muestra que contenigproteina fue eluida con una
concentracion de imidazol de 150 mM. La banda cqureespondia al tamafio de AfeR,
obtenida en los analisis anteriores, fue cortadeatada con Tripsina para obtener los
péptidos que fueron analizados por MALDI-TOF pavaftmar la presencia de AfeR en la

fraccion eluida con 150 mM de imidazol. La mueBimdializada completamente [durante
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24 horas a 4°C, utilizando el tampon 4 (NaCl 150,midpes 50 mM, DTT 10 mM, OH-
C14-AHL 5 uM, pH 8)] disminuyendo la concentracida urea (2, 0,5y 0 M), luego fue
concentrada y recuperada en 400 pl del mismo tanyadproteina AfeR se mantuvo a 4°C

para su uso en los experimentos de cambio de madiklectroforética.

3.15Ensayo de cambio de movilidad electroforética

Los ensayos de cambio de movilidad electrofordtieéectrophoretic Mobility Shift
Assays — EMSA”") se desarrollaron para identifidssito de union de la proteina AfeR en
la region reguladora del geafel de At. ferrooxidanS. Los experimentos se realizaron
utilizando un fragmento de ADN de 360 pb que comtia secuencia correspondiente a la
region reguladora del geadel (Fig. 20). El fragmento de ADN de 360 pb fue obdenpor
PCR utilizando los partidores AFEIN1 y AFEI/E2+Cfgartidor que posee en su extremo
5" una Cy5 que permite marcar este fragmento, aar8 y Fig. 20). Como control
negativo se utilizé un fragmento de ADN de 95 plyespondiente a una region interna del
genrrs que codifica el ARNr 16S déhiomonas arsenitoxydanEste fragmento de ADN
se obtuvo de igual forma que el fragmento de 360tplzando los partidores para el gen
rrs de T. arsenitoxydangTabla 8). Para cada reaccion se utilizaron 2,3degADN
marcado, 2 UM de proteina (AfeR) y el tampon deadiéa (Tris-HCI 20 mM, KCI 50 mM,
DTT 1 mM, Nonidet 0,05%, EDTA 1 mM, Glicerol 10%H3C14-AHL 5 uM, DNA de
esperma de Herring 3 ng/ul y BSA 100 pg/ml, pH@da reaccion se incubd por 30
minutos a temperatura ambiente. Se realizé unagréeda a 30 mA durante 5 minutos de
un gel nativo de acrilamida (6%) inmerso en tampénmigracion (Tris-HCIl 25 mM,
glicina 0,19 M, EDTA 1 mM, espermidina 200 uM, pkBBpara limpiar los carriles del
gel. Al finalizar la pre-corrida se cargaron lasesiuas en el gel de acrilamida y se realizo
la electroforesis. Finalmente, el gel fue escandadcaner Fujifilm , FLA5100) usando un
laser de 635 nm y un filtro rojo de paso largo prservar la migracion de los fragmentos
de ADN marcados Y verificar si la presencia dertatggna AfeR provoca un cambio en la

migracion del fragmento de ADN de la region regaladdel gerafel.
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Tabla 8. Partidores utilizados para obtener el fragment&D#l de la regién regulatoria del gen
afel deAcidithiobacillus ferrooxidarsy el genrrs deThiomonas arsenitoxydans

Cadigo . Amplicon m

Gen partidor Secuencia ' - 3 (pb) °C)

AFEINL AAGGTACCT GGGGT GGGACT GGOGGATGGA 63,4
afel 360

AFEI/E2+Cy5 Cy’5- GTAGCCGGOCACCTTCGCATAC 55,3

165-Cy5 Cy’5- CACACCGOCCGTCACACC o5 60
rrs

16S rev2 COCCAGTCATGAAGCCTACC 60

Cajas AfeR hipotéticas

y ' — J\\
( _afeR |—— o3 ;,-—-— | afel
- ] ¢

ﬁ .P
AFEINI | | AFELE2+Cy3

Region requladora del gen afel

Figura 20. Esquema general del sitio de union de AR. El fragmento de ADN utilizad
en los experimentos de EMSA corresponde a la regiguladora del geafel que contiene
las dos cajas AFER. Estas ultimas han sido preslichmo posibles cajas AfeR. Se indica
la posicion de los partidores AFEIN1 y AFEI/E2+Qyfilizados para amplificar y obtener
el fragmento de ADN (360 pb) que contiene las cafaR hipotéticas.
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4. RESULTADOS

4.1 ldentificacion de analogos sintéticos de AHLs queaforecen la adherencia a

mineral de Acidithiobacillus ferrooxidang

Los componentes del sistema de QSAdeferrooxidan5 han sido caracterizados
previamente por nuestro laboratorio (Farah y &005; Valenzuela y col.,, 2007). Sin
embargo, los genes regulados por este sistemalsotieaconocidos. La identificacion del
regulén QS deAt. ferrooxidand mediante el estudio del transcriptoma de este
microorganismo en condiciones donde el regulén @<rscuentre estimulado deberia
permitir identificarlos. Debido a esto y a la eaistia de estudios que demuestran que
mediante la utilizacion de analogos sintéticos d#l#\ es posible inducir o inhibir un
sistema QS (Reverchon y col., 2002; Castang y 2004; Frezza y col., 2006; 2008;
Estephane y col., 2008; Geske y col., 2008; Salybabl., 2011), en este trabajo nos
propusimos profundizar la blusqueda de analogostsios de AHLs que favorezcan la
induccién del sistema QS ét. ferrooxidan$ (Gonzalez, 2010; Gonzélez y col., 2013).
Esta estrategia se desarroll6 mediante experimatgogscubacion y crecimiento de las
células deAt. ferrooxidan$ en presencia y ausencia de AHLs exdgenas, obskrian
adherencia celular (fenotipo conocido por ser &gdmilpor el sistema QS en otras bacterias,
Parsek y Greenberg, 2005) sobre cupones de azudistiatos intervalos de tiempo de
incubacion con cada anélogo sintético (Gonzalezoly, ?013). De esta forma, se
seleccionaron los andlogos sintéticos de AHLs geee@n una mayor respuesta de

adherencia celular sobre los cupones de azufre.

Los experimentos fueron realizados en cultivosAdleferrooxidan$ crecidos en
medio 9K modificado hasta fase exponencial (2 % c/ml), con cupones de azufre en
presencia y ausencia de AHLs exdgenas durante ® ddaincubacion a 30°C. La
concentracion celular inicial utilizada en cadatival fue de 1x10 cel/ml. La

concentracion de AHLs exdgena fue deiM, éstas fueron agregadas al momento del
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inicio de la incubacion. Al examinar mediante mgmopia de fluorescencia el grado de
adherencia sobre el mineral, se observé que elncul@d azufre del control abibtico
(Fig.21A) no presentd células adheridas, mientras quee sbbservaron en el control
bidtico (Fig. 21B). Por otro lado, se observo ureyon densidad celular adherida sobre los
cupones de azufre provenientes de cultivos tratadnsC12-AHL (Fig. 21C), OH-C12-
AHL (Fig. 21D) y OH-C14-AHL (Fig. 21F) en comparanicon lo observado en el cupén
de azufre del control biético. En cambio, el cupénazufre del cultivo con OH-C10-AHL
(Fig. 21E) no mostro gran diferencia en densidddlaxeadherida en comparacion con el

control hiético.

Los resultados obtenidos en esta primera etapdaremeque al agregar OH-C12-
AHL (Fig. 21D) o OH-C14-AHL (Fig. 21F) en cultivae At. ferrooxidan se fomenta
una mayor densidad celular adherida sobre el cag@dazufre en comparaciéon con lo
observado en cupones de azufre provenientes divacuale control bidtico sin AHLs
exégenas (Fig. 21B). Para corroborar estos reqdtad realizd un nuevo experimento
utilizando una tincion distinta (LIVE/DEABad.ight) con la cual es posible observar con
mayor nitidez el grado de adherencia sobre el min&demas, se extrajeron cupones de
azufre en distintos puntos de la curva de crecitoietie células planctdnicas de
At.ferrooxidand (Fig. 22) para observar la cinética de adhereaniaultivos con OH-
C12-AHL o OH-C14-AHL en comparacion con el contraitico (Fig. 23).

Estos analogos sintéticos de AHL no afectan el irmieato celular de
At. ferrooxidang (Fig. 22). Los resultados revelaron que la presete OH-C12-AHL y
OH-C14-AHL en cultivos deAt. ferrooxidan5 provocan que la adherencia de este
microorganismo sobre la superficie de los cuporesizlifre ocurra anticipadamente en
comparacion con cultivos que no presentan AHL emagécontrol bidtico). En efecto, se
observa que el fendmeno de mayor adherencia emasutton OH-C12-AHL y OH-C14-
AHL se inicia desde el tercer dia de incubaciorentmas que esto fue observado desde el

quinto dia en cultivos sin AHL (Fig. 23).
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Figura 21. Microfotografias de cupone de azufre obtenidas desde cultivc
abidtico y bhidticos de Acidithiobacillus ferrooxidans con y sin AHLs. Los
cupones de azufre teflidos con DAPI fueron extrafigssle cada cultivo al'7dia
de incubacion y observados por microscopia dedhgancia a 63x. A, cultivo de
control abiético; B, cultivo de control biético éase exponencial (2xi@el/ml).
Las microfotografias C, D, E y F corresponden aonep de azufre obtenidos
desde cultivos con C12-AHL (2,14 @el/ml), OH-C12-AHL (2,3x1® cel/ml),
OH-C10-AHL (2,3x16 cel/ml) y OH-C14-AHL (2,2x1®cel/ml) respectivamente.
La barra blanca indica 50 pm.

68



Resultados

1,6E+08

1,4E+08

1,2E+08

1,0E+08

8, 0E+07

6,0E+07

4, 0E+07

¥

Concentracion celular (celfml)

2,0E407

0,0E+00
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Figura 22. Curvas de crecimiento deAcidithiobacillus ferrooxidans con y sin AHLs Los
cultivos deAt. ferrooxidand fueron crecidos en medio 9K modificado con cupateeazufre y una
concentracion inicial de 1xi@el/ml. En rojo {) corresponde a un cultivo de control biético sin
AHLs, en azul €) un cultivo con OH-C12-AHL y en verdeA() un cultivo con OH-C14-AHL
(AHLs 5 uM). Las flechas indican los dias de extraccion deup®res de azufi
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Dia Abiotico Biotico OH-C12-AHL OH-C14-AHL
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> .’
¥

Figura 23. Microfotografias de cupones de azufre aenidos desde cultivos abidtico y bidticos
de Acidithiobacillus ferrooxidans con y sin OH-C12-AHL y OH-C14-AHL. Los cupones de
azufre fueron obtenidos en distintos puntos dauteacde crecimiento de células planctonicas de
At. ferrooxidan$ desde cultivos de control abiético, control bidticcon AHLs OH-C12-AHL y
OH-C14-AHL. Estos fueron tefiidos con LIVE/DEARad ight y observados por microscopia de
fluorescencia a 63x. La barra blanca indica 20 pm.
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En la basqueda de un analogo sintético de AHLs fquerezca la adherencia a
mineral, se realizaron otros experimentos de adbireen cultivos dé\t. ferrooxidan$
con nuevos analogos sintéticos de AHLs obtenidesiags a la colaboracion con el
laboratorio dirigido por el Dr. Doutheau y el Druéheau (INSA-CNRS, Francia). Los
analogos sintéticos de AHLs analizados fueronzetraimidazolium. Estas dos moléculas
estimula e inhibe respectivamente el sistema deunmacion QS de acuerdo a los
experimentos realizados por el grupo de investigaaicargo del Dr. Doutheau (Sabbah y
col., 2011; 2012; des Essarts y col., 2013). Parboa analogos sintéticos de AHLs los
experimentos de adherencia se realizaron de iguataf que los ejecutados para las
moléculas OH-C12-AHL y OH-C14-AHL (Fig. 24 - 27).

Los resultados obtenidos en los experimentos deradbia sobre la superficie de
cupones de azufre en cultivos Ae ferrooxidanS con imidazolium indicaron que este
analogo sintético puede causar un efecto negatival erecimiento y por lo tanto también
en la adherencia celular. En los cultivos con 5 geMmidazolium el crecimiento celular
fue severamente inhibido (Fig. 24), por lo que Boserprendente haber observado una
menor adherencia celular sobre los cupones deeadaféstos cultivos en comparacion con
los cupones obtenidos desde el cultivo de contédico (Fig. 26). En cambio, los cultivos
con 0,5 pM de imidazolium presentaron un crecingietetAt. ferrooxidan5 similar al del
control bidtico (Fig. 24) y una mayor adherenciluleg sobre los cupones de azufre (Fig.
26). Por otro lado, los experimentos con tetraggklaron que este analogo sintético no
afecta el crecimiento celular de este microorgaaigkig. 25). Ademas, los cupones de
azufre obtenidos desde cultivos Ale ferrooxidan$ con una concentracién de 5 pM de
éste analogo sintético presentaron un efecto postn la adherencia celular, siendo ésta
mayor que la observada sobre los cupones de azotieaidos desde el cultivo de control
bidtico (Fig. 27). Por ultimo, al comparar la addreia celular generada por las moléculas
OH-C14-AHL vy tetrazol durante el tercer dia de b&cion, se observo que este ultimo
anélogo sintético provoca un mayor estimulo erdlkeeeencia deit. ferrooxidan$ sobre

los cupones de azufre (Fig. 27).
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Curva de crecimiento de At. ferrooxidans' con
distintas concentraciones de Imidazolium
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Figura 24. Curvas de crecimiento deAcidithiobacillus ferrooxidans con y
sin imidazolium. Los cultivos deAt. ferrooxidans fueron crecidos en

presencia de 54) y 0,5 @) uM de imidazolium o OH-C14-AHL<) en medio
9K modificado con una concentracion inicial de 1’xd@él/ml. ¢) corresponde

a un cultivo bidtico sin AHLs. Las flechas indidas dias de extraccion de los
cupones de azufre.

Curva de crecimiento de At. ferrooxidans' con

tetrazol
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Figura 25. Curvas de crecimiento deAcidithiobacillus ferrooxidans con y
sin tetrazol. Los cultivos deAt. ferrooxidans fueron crecidos en presencia de

5 UM de tetrazol £) o OH-C14-AHL ¢) en medio 9K modificado con una
concentracion inicial de 1xi@el/ml. ¢) corresponde a un cultivo biético sin
AHLs. Las flechas indican los dias de extracciotodecupones de azufre.
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Dia Bidtico OH-C14 Imidazolium 0,5 pM  Imidazolium 5 pM

L
ke
C

Figura 26. Microfotografias de cupones de azufre dbnidas desde cultivos bidticos de
Acidithiobacillus ferrooxidans con y sin imidazolium.Los cupones de azufre fueron obtenidos
en distintos puntos de la curva de crecimientoAtleferrooxidans desde cultivos sin AHL
exogena (control biético), con OH-C14-AHL (5 uMntml de adherencia) e imidazolium (5 y
0,5 uM). Estos fueron tefiidos con LIVE/DEABad.ight y observados por microscopia de
fluorescencia a 63x. La barra blanca indica 20 pm.
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Dia Biotico OH-C14-AHL Tetrazol

| ---

Figura 27. Microfotografias de cupones de azufre dbnidos desde cultivos bidticos de
Acidithiobacillus ferrooxidans con y sin tetrazol.Los cupones de azufre fueron obtenidos
en distintos puntos de la curva de crecimientdAtederrooxidan$ desde cultivos sin AHL
exégena (control bidtico), con OH-C14-AHL (contd# adherencia) y tetrazol (5 uM para
ambos analogos sintéticos). Estos fueron tefidasL&édE/DEAD Bad.ight y observados
por microscopia de fluorescencia a 63x. La bamaadal indica 20 um.
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Para corroborar los resultados obtenidos en loayessde adherencia con los
analogos sintéticos OH-C14-AHL y tetrazol se reabn nuevos experimentos utilizando
la técnica de microscopia electrénica de barridis tupones de azufre provenientes de
cultivos de At. ferrooxidanS que contienen estos analogos sintéticos (5 pMjofue
analizados. Los resultados obtenidos por microscelgictrénica confirman los resultados
analizados por microscopia de fluorescencia, imdicaque ambos analogos sintéticos
inducen tempranamente (dia tres de incubacion) miagor adherencia celular en
comparacion con los resultados obtenidos en cupprmsenientes del control bidtico.
Ademas, se confirma que tetrazol induce una magberancia celular que OH-C14-AHL

en el mismo intervalo de tiempo (Fig. 28).

En conclusion, los resultados obtenidos en los raxpeatos de microscopia de
fluorescencia y microscopia electronica de barndacan que las moléculas OH-C14-AHL
y tetrazol generan una mayor adherenci@tderrooxidan5 sobre los cupones de azufre.
Ademas, estos analogos sintéticos no afectan einuento celular y provocan una
adherencia de este microorganismo anticipada (d&iBcubacién) en comparacion con la
adherencia celular observada en los cupones deeazhtenidos en el control biético (dia 5
de incubacion, Fig. 23, 27 y 28). En contraste,elggerimentos de adherencia realizados
con el analogo sintético imidazolium muestran gsi enolécula inhibe el crecimiento
celular, lo cual genera una disminucion de la agfia de células dat. ferrooxidan$

sobre los cupones de azufre.

Por todo lo anterior, para realizar los analisengcriptomicos se utilizaron las
moléculas OH-C14-AHL vy tetrazol debido a que ambhsacelerar el fenbmeno de
adherencia dét. ferrooxidan$ sobre los cupones de azufre promueven la formatgon
biopeliculas en esta bacteria. Debido a que esistip® se encuentra regulado por el
sistema QS (Parsek y Greenberg, 2005), nos indieaeqgtas moléculas estan induciendo
dicho sistema de comunicacion bacteriana, condigigndeseamos estudiar.
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Bidtico OH-C14-AHL Tetrazol
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Figura 28. Microfotografias de cupones de azufre abnidos desde cultivos bidticos de
Acidithiobacillus ferrooxidans con tetrazol y OH-C14-AHL. Los cupones de azufre fueron
obtenidos en distintos puntos de la curva de cienim deAt. ferrooxidans desde cultivos sin
AHL exdgena (control bidtico), con OH-C14-AHL tri@zol (ambos anélogos sintéticos con una
concentracion de 5 uM). Estos fueron secados aopenfiico y sombreados con oro para ser
observados por microscopia electrénica de barkiddarra negra indica 20 um.

Dia
1
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4.2 Estudio del transcriptoma deAt. ferrooxidans en presencia o ausencia de analogos
sintéticos de AHLs para identificar aquellos genesegulados por QS, en particular

aquellos involucrados en la adherencia sobre sustamineral

4.2.1 Identificacion del tiempo cuando el sistema & se encuentra estimulado
por analogos sintéticos de AHL mediante el estudide los niveles de ARNm dafel
(gen involucrado en el sistema QS) dentro de la ocwm de crecimiento de
At. ferrooxidans

Para identificar el tiempo cuando el sistema Q8mseientra estimulado por analogos
sintéticos de AHL dentro de la curva de crecimiemoAt. ferrooxidan$ se analiz6 la
expresion diferencial dafel debido a que este gen codifica para una AHL santpase
participa en el sistema QS y su expresion se etreusggulada por dicho sistema (Rivas y
col., 2005).

Con la finalidad de estudiar la expresion diferahciel genafel en cultivos de
At.ferrooxidand y determinar las condiciones para realizar los egrpentos de
microarreglos de ADN en presencia y ausencia deam@ogo sintético de AHLS,
propusimos caracterizar el perfil de expresion gil afel mediante la técnica de qRT-
PCR. Los resultados obtenidos en los ensayos d@eadtia indicaron que el sistema QS se
encontraria estimulado en cultivos sin induccion 8siL exdgeno entre el*3y 5° dia de
incubacioén (Fig. 23, 27 y 28). En cambio, en cokivnducidos por una molécula de AHL
como OH-C14-AHL o tetrazol, el sistema QS se eneoiat estimulado entre ef'y 3 dia
de incubacion (Fig. 23, 27 y 28). De acuerdo asastsultados, decidimos estudiar el perfil
de expresion dafel entre el § dia (tiempo cuando se observé el fenémeno de edtiar
celular en cultivos inducidos con OH-C14-AHL vy #atol) y el ¥ dia de incubacion
(tiempo cuando se observo el fendmeno de adherencaultivos sin AHL) en distintos
intervalos de tiempo. Para esto, realizamos cutigeAt. ferrooxidan5 (1 L) con una
concentracion celular inicial de 1x16el/ml, iniciando la induccién del regulén QS con
OH-C14-AHL (5 uM) en el 3 dia de incubacion del cultivo para analizar et&fegpropio
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de la molécula de AHL y el tiempo que demora emdirda expresion dafel, y por ende

del sistema QS. Los cultivos utilizados como cdriiético fueron realizados de la misma
forma sin OH-C14-AHL. De estos cultivos se extrapemuestras de ARN total desde
células planctonicas (200 ml de cultivo para cadestra) a las 6, 9, 12, 24 y 48 horas

post-induccién con la molécula.

Los resultados obtenidos revelaron una disminusignificativa = 0,0003) en los
niveles de ARNm del geafel respecto al control bidtico (D24) a las 24 horastp
induccion del regulon QS con OH-C14-AHL (A24). A148 horas post-induccion (A48)
aunque se observé un aumento en la expresiéafeleen comparacion con el control
biético (D48), no fue significativoRe 0,07). Por otro lado, fue posible observar que la
expresion diferencial dafel aumenta significativamentd®€0,05) desde las 6 a las 48
horas de incubacién tanto en cultivos con y sin @QH-AHL (Fig. 29). Estos resultados
sugieren que no existe un efecto evidente gengrad®H-C14-AHL durante las 48 horas
post-induccién en cultivos dét. ferrooxidan$ y que el aumento significativo de la
expresion diferencial dafel puede deberse a la presencia de AHL enddgenod®ebi
esto, utilizamos otra estrategia para estudiakpaesion diferencial dafel; i) cambiamos
el analogo sintético de AHL por tetrazol, puest@ ge observo que induce una mayor
adherencia que OH-C14-AHL durante &l @ia de incubacion vy ii) se utilizé el tetrazol

desde el inicio del tiempo de incubacion de losis

Para esclarecer cuando el sistema QS pudiese tdmulado in vivo por AHLS
exdgena, se realizaron otros experimentos de gRR-B@luyendo los cambios antes
mencionados) para estudiar la expresion diferenldhbenafel y otros genes comafeR
(codifica el regulador transcripcional tipo R quertizipa en el sistema QS, Farah y col.,
2005),zwf (AFE_2025, codifica una proteina involucrada enrdoreles de glucosa-6P, un
precursor de los EPSyycaA (AFE_0233, codifica una proteina de la familiacgil

transferasa) y AFE_1339 (codifica una proteinadimminio de biosintesis / exportacion de
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Niveles de ARNm del gen afel en células planctdnicas de At. ferrooxidans’

9,0

8,0

H Bidtico

B OH-C14-AHL

M"de transcritos de afes *10000

D6 A6 D9 A9 D12 Al2 D24 A24 D48 A48

Muestra-tiempo (horas)

Figura 29. Anadlisis de la expresion diferencii del gen afel en cultivos de
Acidithiobacillus ferrooxidans en presencia y ausencia de OH-C14-AHLElI ARN total
empleado para este andlisis fue extraido de céildastonicas crecidas en medio 9K modificado
con perlas de azufre durante la fase exponenaigbrima de crecimiento. Los cultivos fueron
crecidos con una concentracion inicial de Ixd&/ml con y sin OH-C14-AHL (5 pM) agregada a
partir del tercer dia de crecimiento. Posteriormesg extrajo 200 ml de cultivo a las 6, 9, 12y 24
48 horas post-induccién con y sin la molécula. IMED), control bidtico sin AHL. A (AHL),
cultivo con OH-C14-AHL. Se realizaron 3 réplicaslbgicas de cada condicién (con y sin OH-
C14-AHL) a los distintos tiempos de induccion. laarh representa la desviacion estandar.
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polisacéaridos). Los experimentos fueron realizacios ARN total de células planctonicas
provenientes de cultivos dat. ferrooxidanS con y sin tetrazol desde el inicio de la
incubaciéon. De acuerdo a los resultados de losyeasde adherencia (Fig. 27 y 28), la
extraccion de ARN total para los nuevos experined® qRT-PCR se realiz é°23F"y

4" dia de incubacion con tetrazol desde cultivospeddientes.

Los resultados indicaron que la expresion difeadragl gerafel aumenta sus niveles
de ARNm significativamentePk 0,05) en cultivos con tetrazol durante Bly34° dia post-
incubacion. Ademas, se observa qef aumenta sus niveles de ARNm é! dia de
incubacion con tetrazol PE0,04), mientras queafeR, wcaAy AFE_1339 fueron
constitutivamente expresados con y sin tetrazg. (89). Estos resultados indicaron que es
posible inducir el sistema QS en células plancamideAt. ferrooxidans mediante la

adicion en el medio de cultivo de un analogo sicwede AHL como tetrazol.

4.2.2 Anélisis de la expresion global de los genele At. ferrooxidans en

presencia o ausencia de analogos sintéticos de AHLs

Los perfiles de expresion genomica de las céluksiles y planctonicas de
At. ferrooxidans crecidas en medio 9K modificado con perlas derazudn y sin tetrazol,
fueron determinados mediante la técnica de miceghrs de ADN. Las condiciones
experimentales se determinaron segun los resultatdsnidos en los ensayos de
adherencia y los experimentos de qRT-PCR que iralicka existencia de una mayor
adherencia (Fig. 28) y una mayor expresion del afen (Fig. 30) desde el®3dia de
incubacion en cultivos con tetrazol comparado aaltivos sin AHL. Por esta razén, se
decidio realizar los experimentos de microarreglesADN con muestras de ARN total
extraidas desde células sésiles y planctonicabaaias durante tres dias con tetrazol y sin
este analogo sintético (cultivos con DMSO, solvgrdea el tetrazol). Se realizaron tres
réplicas biolégicas de muestras de ARN total desdidas sésiles y planctonicas crecidas

con y sin tetrazol para realizar 16 hibridaciortég.(31, Tabla 4 de Materiales y Métodos).
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Expresion diferencial del gen afel
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Figura 30. Analisis de la expresion diferencial dios genesfel, afeR, zwf, wcaAy AFE_1339

en cultivos deAcidithiobacillus ferrooxidand en presencia y ausencia de tetrazoEl ARN
total empleado para estos analisis fue extraidaéligdas plancténicas crecidas en medio 9K
modificado con perlas de azufre, con y sin tetr§&@lM), con una concentracion inicial de 1%10
cel/ml. D (DMSO, control biético sin AHL), T (tetzal). Se realizaron 3 réplicas biolégicas para
cada condicion (con y sin tetrazol) a los distirtiempos de induccién (2, 3 y 4 dias). La barra
representa la desviacion estandar. El asteriscodiga el coeficiente de correlacién significativo
al nivel 0,05.
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3 dias de incubacién
|
A) [ |
Células sésiles Células sésiles Células planctonicas Células planctonicas
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Figura 31. Esquema de la estrategia experimental des microarreglos de ADN para célula:
sésiles y plancténicas décidithiobacillus ferrooxidans en presencia y ausencia de tetrazol.

A, los cultivos de células sésiles y planctonicazidas en medio 9K modificado con perlas de
azufre, con y sin tetrazol (5 uM) y con una congamén inicial de 1x10 cel/ml, fueron
incubados por tres dias y realizados de acuergooédcolo de preparacion de cultivos para la
extraccién de ARN total (ver Materiales y MétodBgy. 11). Para cada condicién experimental
(células sésiles con y sin tetrazol y células gtaricas con y sin tetrazol) se realizaron tres
réplicas biologicasB, se extrajo las muestras de ARN total para caddicidn experimentalC,

se desarrollaron 16 hibridaciones de las cualegis)hibridaciones representan la comparacion de
ARN total de células sésiles con y sin tetrazolcgrresponden a cuatro comparaciones
independientes (muestras bioldgicas independiented)s intercambios de fluor6foro o “dye
swap”, ii) cuatro hibridaciones representan la carapion de ARN total de células sésiles y
células plancténicas ambas con tetrazol, y corredgioa tres comparaciones independientes y un
intercambio de fluoroforo, iii) seis hibridacionespresentan la comparacion de ARN total de
células plancténicas con y sin tetrazol, y corregpa a cuatro comparaciones independientes y
dos intercambios de fluoréforo.
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Para identificar los genes diferencialmente explesaen presencia de tetrazol se
empled el siguiente criterio: sélo los genes colorea< 5E? (> 95% de confianza) del
“One Sample t-Test Benjamini-Hochberg (Adv)” fuermmsiderados. De acuerdo a ésto y
al valor obtenido del 160"/ erazo: i) l0S genes con valores-1,0 fueron considerados
como genes sobre-expresados en presencia de lautaoyéii) los genes con valoresl,0
fueron considerados como genes reprimidos con a@sigo sintético. Este criterio se
aplic6 para analizar el efecto de la molécula sobétulas sésiles y planctonicas
comparando muestras de ARN total de células siaztdt(DMSO) versus el ARN total de

células con tetrazol.

Por otro lado, para identificar los genes diferaimente expresados en células
sésiles, se compar6 las muestras de ARN total premes desde células sésiles con
tetrazol versus las muestras de ARN total de c®lplancténicas con tetrazol. Para el
analisis de estas hibridaciones se utilizaron lmgientes valores en base al Jog
sésleg Jancionicas 1) 10S genes con valores-1,0 fueron considerados como genes reprimidos
en células sésiles y ii) los genes con valerds0 fueron considerados como genes sobre-

expresados en células sésiles.

En base a los criterios descritos anteriormenteptigvieron resultados significativos
para los tres tipos de hibridaciones: i) célulaangionicas con y sin tetrazol, ii) células
sésiles con y sin tetrazol y iii) células sésilea tetrazol versus células planctonicas con

tetrazol.
Trancripcion global de células planctonicas con yiss tetrazol

Los resultados obtenidos al comparar el ARN togatélulas planctonicas con y sin
tetrazol indicaron que 137 genes (4,35% del taajehes dat. ferrooxidanS, Anexos 1y

2) presentaron cambios significativos en sus nivale ARNmM en presencia de esta

molécula. El 42% de estos genes codifican protdiipastéticas (40 genes reprimidos y 18
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sobre-expresados), mientras que el 58% son gereexhiben una funcion biolégica
descrita o un dominio putativo (59 genes reprimiggo80 sobre-expresados) (Fig. 32).
Resultados similares se han observado previamengstadios de microarreglos de ADN
en E. coli, donde aproximadamente el 5,6% del genoma debest@ria responde a la

presencia de un analogo sintético de AHL (DeLisaly, 2001).

Los 137 genes que estan diferencialmente expresaa®lulas planctonicas con
tetrazol fueron clasificados segun el proceso @ifimcelular con la cual se encuentran
relacionados. De acuerdo a la clasificacion de aguge genes ortdlogos (COG, “Clusters
of Orthologous Groups”), gran parte de estos geeesncuentran sobre-expresados en el
metabolismo y transporte de iones inorganicos simegos en el metabolismo y transporte
de carbohidratos, conversion y produccion de eagngiodificacidn post-traduccional,
recambio de proteinas y chaperonas (Fig. 33).

Para identificar el sistema metabdlico en la c@atigipa cada gen y caracterizar la
accion especifica realizada por éstos, se clagifickos 137 genes utilizando la base de
datos KEGG (“Kyoto Encyclopedia of Genes and Gergijngpuesto que en ella se
describe en detalle la accion desarrollada derateipas codificadas por cada uno de los
genes. Esta clasificacion indicd que solo 34 dell®s genes analizados presentaron una
funcion biologica descrita en esta base de dat@ntras que un gran porcentaje de estos
genes (75,1%, 103 genes) corresponden a genesodifican proteinas hipotéticas (58

genes) y genes que solo presentaron dominios yasggd5 genes, Fig. 34).

Los 34 genes que presentaron una funcion desarnitéa dbase de datos KEGG
participan en 37 sistemas metabdlicos, en los sufllegenes se encuentran sobre-
expresados y 25 reprimidos. Los genes sobre-exjoegarticipan mayoritariamente en la
estructura del ribosoma, transportadores ABC yofilation oxidativa, mientras que los
genes reprimidos participan en su mayoria en @lgis y gluconeogénesis, la via de la

pentosa fosfato y el metabolismo del almidon yaleasosa (Anexos 1y 2).
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Analisis de los genes expresados diferencialmente en las celulas
planctonicas crecidas con/sin tetrazol

42%

58%
’ 58 genes

79 genes

& GENES CON FUNCION DESCRITA B GENES QUECODIFICAN
O DOMINIO PUTATIVO PROTEINASHIPOTETICAS

Figura 32. Analisis de los genes diferencialmente expresados eélulas planctonicas de
Acidithiobacillus ferrooxidans con/sin tetrazol.Un total de 137 genes presentaron una expresion
diferencial significativa en células planctonicas detrazol. De éstos, 79 genes (58%) presentan
una funcién biolégica descrita o un dominio puiffgncontrandose 20 inducidos y 59 reprimidos)
y 58 genes (42%) codifican proteinas hipotétic&ygnes inducidos y 40 reprimidos).
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Funciones biologicas

Traruc(ipcidn" 3
Traficointracelular, secrecion y transporte vesicular- 2
Metabalismo y transporte de nuciec'lﬁdos- 1
Traduccion, estructura y biogénesis ribosomal 2
Metabolismo y transporte de lipidosm 1
Metabolismo y transporte de amimécidosn 1
Pated:etdar;’memb{anafhingéne«sisn b
Metabolismo y transporte de coenzimasmmm 3
Replicacion, reparacion y recombinacion e 3
funclones generales mm—
Conversidn y produccicn de energia“ 10
Mecanisma de transduccion de sefiales |
Metabolismo y transporte de iones imrgénicm“ 6
Metabolismo y transporte de carbohidratosﬁ 17
Modificacion post-traduccional, recambio de proteinas, chaperonas m—
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Funcidn desconocids mem |

Protelna him{éuca* 40
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Figura 33. Clasificacion COG de los genes difereraimente expresados en células
planctonicas deAcidithiobacillus ferrooxidans con tetrazol. La clasificacion de los 137 genes se
realizé de acuerdo a la funcién bioldgica de cagla ysegun esta funcién, cada gen pertenece a

una categoria dentro del grupo de genes ort6lo@B8G). Los valores del lag

plancténicas

OMSO lancténicas eraza® 1,0 corresponden a los genes reprimidos en cédaastonicas, mientras que
los valores del logf@"to"e@s PSP iénicas teraze -1,0 corresponden a los genes sobre-expresados en

células plancténicas.
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Figura 34. Clasificacion KEGG de los genes difereraimente expresados en células

plancténicas deAcidithiobacillus ferrooxidans con tetrazol.La clasificacion de los 137 genes de
acuerdo a la base de datos KEGG indica que 34 gmrsen una funcion bioldgica descrita, 58
genes codifican proteinas hipotéticas y 45 genks @ésentan un dominio putativo. Las barras

rojas representan los genes reprimidos y las baeraes los genes sobre-expresados.
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Dentro de los genes sobre-expresados en célulast@écas con tetrazol, los genes
romF (AFE_1904, proteina ribosomal 50S L32ypmB (AFE_2670, proteina ribosomal
50S L28) participan en la estructura del ribosomaentras que los genesstS-1
(AFE_1939, proteina de union a sustrato fosfatasfyartador ABC) ystC-2(AFE_1940,
permeasa fosfato transportador ABC) participan caransportadores ABC. Los genes
atpF (AFE_3207, ATP sintasa FO subunidad BjpE (AFE_3208, ATP sintasa FO
subunidad C) yatpB (AFE_3209, ATP sintasa FO subunidad A) particiam la

fosforilacion oxidativa.

Dentro de los genes que se encuentran reprimidoélelas planctdnicas con tetrazol
y que participan en la glicdlisis y gluconeogénekis genes AFE_0155 (proteina de la
familia fosfoglicerato mutasajpyk (AFE_1801, piruvato quinasa), AFE_1802 (aldolasa),
gpml-1 (AFE_1815, fosfogliceromutasa) y AFE_2088 (progeite la familia alcohol
deshidrogenasa de union a zinc) presentaron un@s@p diferencial significativa. Sin
embargo, el gen AFE_2131 (proteina de la famildelsildo deshidrogenasa, NAD) que
también participa en la glicdlisis y gluconeogéses observo sobre-expresado. Todos los
genes antes mencionados se encuentran directamsb@ateonados con la sintesis de la
fructosa-6P y la glucosa-6P, sustratos para lasite glucosa-1P. En la via de la pentosa
fosfato se encontraron reprimidos los getes(AFE_0419, transaldolasa), AFE_1802,
AFE_1857 (glucosa 1-deshidrogenasa) y AFE_2024gt§luconato deshidrogenasa),
todos ellos relacionados con la sintesis de ladsac6P, un precursor para la sintesis de la
glucosa-1P. Por ultimo, en el metabolismo del afmig la sacarosa los genes AFE_1799
(proteina de la familia alfa-glucano fosforilasa) ggB (AFE_2836, proteina de
ramificacion 1,4-alfa-glucano) se encontraron mpos inhibiendo la sintesis de
maltodextrinas que han sido relacionadas con leradbia (Nemcova y col., 2007),
mientras que los genes AFE_2083 (glicosiltranséerdel grupo 1), AFE_2081 vy
AFE_2082 (proteinas de la familia alfa-amilasagseontraron reprimidos en presencia de
tetrazol generando una inhibicion en la sintesigal®losa y el consumo de ADP-glucosa

y almidon (Fig. 35).
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Figura 35. Vias metabdlicas involucradas en la siesis de glucosa-1P y afectadas por la
presencia de tetrazol en células plancténicas dkcidithiobacillus ferrooxidansd. Cuatro vias
metabdlicas se encuentran relacionadas con Issinte glucosa-1P y la sintesis de precursores de
EPS; la via de la pentosa fosfato, metabolismo fdetdosa y manosa, metabolismo del almidén y
la sacarosa, glicélisis y gluconeogénesis. En ddlanayoria de los genes en células planctonicas
con tetrazol se encuentran reprimidos (flechassyogxcepto el gen AFE_2131 que se encuentra

sobre-expresado (flecha verde).
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En conclusion, los resultados revelaron que endaghlancténicas el tetrazol genera
un efecto significativo sobre los niveles de ARNenl87 genes, de los cuales 7 genes se
encuentran reprimidos participando en la estruaietaribosoma, transportadores ABC y
fosforilacion oxidativa, mientras que 14 genes (brs-expresado y 13 reprimidos)
participan en cuatro sistemas metabdlicos (glisdlsgluconeogénesis, via de la pentosa
fosfato, metabolismo de la fructosa y el metabadissel almidén y la sacarosa) que se
encontrarian relacionados con la sintesis de gatBs molécula que es uno de los
principales sustratos para la sintesis de los pems de EPS (Quatrini y col., 2007). Estos
resultados sugieren que en células planctonicas tetnazol los genes reprimidos
AFE_0155, pyk AFE_1802, gpml-1, AFE_1857, tal, AFE_2024 y AFE_2088 se
encontrarian inhibiendo el consumo de fructosarbientras que los genes AFE_1799,
glgB, AFE_2081, AFE_2082 y AFE_2083 inhiben el consuteoalmidén, glucégeno y
ADP-glucosa y la sintesis de trehalosa provocarslovez una disminucion en el consumo

de los precursores de EPS.

Transcripcion global de células sésiles con y siattazol

Los resultados obtenidos al comparar el ARN towlcélulas sésiles con y sin
tetrazol indicaron que 10 genes (0,31% del totajefees deé\t. ferrooxidan5, Anexos 3y
4) presentaron cambios significativos en sus nvale ARNmM en presencia de esta
molécula. El 40% de estos genes codifican protdimedéticas (1 gen reprimido y 3 sobre-
expresados), mientras que el 60% son genes quigeextina funcién descrita 0 un dominio

putativo (4 genes reprimidos y 2 sobre-expresadog) 36).

Los 10 genes con expresion diferencial fueron fidasios segun el proceso o funcion
celular en el cual participan de acuerdo a la fitasion de grupos de genes ortélogos
(COG). Estos genes estan involucrados en proceslosares como la biosintesis de
metabolitos secundarios, transporte y catabolisafel)( funciones generalesghA (S-
formilglutation hidrolasa) y AFE_0710 (proteina deién a grupos de hierro-azufre)],

conversion y produccion de energia [AFE_0697 (Sekxidhetil glutation deshidrogenasa)
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Analisis de los genes expresados diferencialmente en las células
sesiles crecidas con/sin tetrazol

s GENES CON FUNCION DESCRITA ® GENESQUECODIFICAN
O DOMINIO PUTATIVO PROTEIMASHIPOTETICAS

Figura 36. Andlisis de los genes diferencialmentexgresados en células sésiles de
Acidithiobacillus ferrooxidand con/sin tetrazol. Un total de 10 genes fueron
diferencialmente expresados en células sésiledetmarol. El 50% fueron inducidos y
50% reprimidos. Un 60% del total de genes presemtanfuncion biolégica descrita o
un dominio putativo y el 40% codifican proteinggdiéticas.
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y fdhD-2 (proteina accesoria FdhD de la familia formatohad#sgenasa)] y clasificados
como funcién desconocidagfp (proteina glutation-dependiente de la activaci@ d
formaldehido)] (Fig. 37).

Para identificar el sistema metabdlico en la cwatigipa cada gen y caracterizar la
accion especifica realizada por éstos, se realizandlisis similar al descrito en células
planctonicas. Se clasificaron los 10 genes utiivata base de datos KEGG. Esta
clasificacion indicé que los genes AFE_0697 [S4dwimetil)glutation deshidrogenasa
clase lll alcohol deshidrogenasgfa (proteina activadora de formaldehido dependieate d
glutation) y fghA (AFE_0698, S-formilglutation hidrolasa) presentarana funcion
biol6gica descrita, 4 genes [AFE_0030, AFE_0707 EA®709 yorf3 (AFE_1998)]
codifican proteinas hipotéticas y 3 geniethD-2 AFE_0710 (proteina de union a grupos
hierro-azufre, familia Rieske) gfel (AHL sintasa)] presentaron sélo un dominio putativ
(Fig. 38). Cabe destacar que dentro de los 10 gamresxpresion diferencial se encuentran
sobre-expresados los geradsl y orf3, los cuales participan en el sistema QS (Fig. 39 y
Anexo 4, Farah y col., 2005). De los 3 genes gasguntaron una funcion biologica descrita
en la base de datos KEGG, el gen AFE_0697 (repopdrticipa en el metabolismo del
carbono, la glicolisis y gluconeogénesis, metabwisle la tirosina y la degradacion de
acidos grasos y los gengfa y fghA (reprimidos) participan en el metabolismo del ocad
(Anexos 3 y 4). Los genegfa, AFE_0697 yfghA participan en la conversién de
formaldehido a formato en el metabolismo del cambdal gen AFE_0697 participa
también en la sintesis de; i) 3,4-dihidroxifeniéteglicol (metabolismo de la tirosina), ii)
conversion reversible de acetaldehido a etanad(igis y gluconeogénesis) y iii) 1-alcohol

a aldehido (degradacion de acidos grasos) (Fig. 40)
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Funciones bioldgicas

Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte y catabolismo |

funciones generales

Conversion y produccion de enwaia_ :

-

Funcién desconocida_ 1

Proteina hipotética 1
h 3
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B GENESSOBRE-EXPRESADOS Nimero de genes

L=}
—

B GENESREPRIMIDOS

Figura 37. Clasificacion COG de los genes difereraimente expresados en células sésiles de
Acidithiobacillus ferrooxidans con tetrazol.La clasificacion de los 10 genes se realiz6 deraicu

al proceso o funcion celular en que participa @@ta Segun esta funcion, cada gen pertenece a una
categoria dentro del grupo de genes ort6logos (CO3)valores del 1ag**"*® ™S%,egies tetrazo 1,0
corresponden a los genes reprimidos en célulatesésiientras que los valores del JG6"
DMSO) sies teraz < -1,0 corresponden a los genes sobre-expresadmgudas sésiles.
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Clasificacion de genes

45

3,5
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Numero de genes
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05 -

Dominio putativo Proteina hipotética Funcion biclégica descrita

W GENES REPRIMIDOS

B GENES S0OBRE-EXPRESADOS

Figura 38. Clasificacion KEGG de los genes diferemamente expresados en
células sésiles dAcidithiobacillus ferrooxidang con tetrazol. La clasificacion de los
10 genes de acuerdo a la base de datos KEGG dascsésiles con tetrazol muestra
gue 3 genes poseen una funcién bioldgica desdfit@enes codifican proteinas
hipotéticas y 3 s6lo presentan un dominio putativo.

At
e @

afel

AGILACP __5 AHL

Figura 39. Esquema de la participacion del geafel en el sistema Quorum Sensir.

El gen afel participa en la sintesis del autoinductor tipo AL (Acil Homoserina
Lactona). Este gen utiliza como sustrato una prateargadora de grupos acilos (Acil-
ACP) y Sadenosilmetionina (SAM) para la sintesis de AHas Imoléculas de AHL son
capaces de unirse al regulador transcripcional Rpgroteina R) provocando que éste
estimule o inhiba la expresion de genes.
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Céelulas Sesiles DMSO/Tetrazol: Funciones biologicas.
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Acetate

Figura 40. Vias metabdlicas donde participan los ges con expresion diferencial en células
sésiles deAcidithiobacillus ferrooxidans con tetrazol. Los genesgfa, AFE_0697 vy fghA
participan en el metabolismo del carbono, metaimalide la tirosina, degradacion de acidos grasos
y glicolisis y gluconeogénesis como se describeebresquema. Estos genes se encuentran
reprimidos (flechas rojas) en células sésiles etrazol.
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En conclusion, los resultados al comparar la tr@gmson de genes de células sésiles
de At. ferrooxidan$ sin tetrazol con la transcripcién de células eésitatadas con este
analogo sintético indicaron que solo 10 genes ptasmn una expresion diferencial
(valores de expresion 1.0 o< -1.0). Estos resultados revelaron ademas querazod
afecta particularmente en la transcripcion de gemesparticipan en el sistema Qe y
orf3, sobre-expresados cuatro a nueve veces mas carole#hnexo 4). Esto sugiere que el
tetrazol so6lo participaria como inductor del sisier®S, puesto al comparar el
transcriptoma global de células sésiles -que ptasesi sistema QS estimulado- con y sin
tetrazol, éste no provoca cambios significativosagmanscripcion global de genes, excepto

en los geneafely orf3 que participan directamente en el sistema QS.

Transcripcion global de células sésiles con tetrakzgersus la transcripcién global de

células plancténicas con tetrazol

Los genes con expresion diferencial significativerébn analizados segun el tipo
celular (células sésiles o planctonicas). De aauardsto, observamos la sobre-expresion o
represion de los genes en base a la expresion lalaxcé&ésiles, los valores 1,0
representan los genes sobre-expresados en esteetigar (Anexo 5), mientras que los
valores de expresion -1,0 corresponden a los genes reprimidos en ceddsiles (Anexo
6).

Los resultados obtenidos al comparar el ARN to&lcdlulas sésiles con tetrazol
contra el ARN total de células planctonicas corattl indicaron que 486 genes (15,4%
del total de genes d&. ferrooxidan$, Anexos 5y 6) presentaron cambios significatisns
sus niveles de ARNm en presencia de esta moléEll&0% de los genes codifican
proteinas hipotéticas (117 genes sobre-expresad@@srgprimidos en ceélulas sésiles con
tetrazol), mientras que el 70% son genes que exhiba funcion descrita 0 un dominio
putativo (191 genes sobre-expresados y 150 repograd células sésiles con tetrazol) (Fig.
41).
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Analisis de los genes expresados diferencialmente en
celulas sesiles/planctonicas crecidas con tetrazol

30%
145 genes

70%
341 genes

@ GENES GON FUNCION DESCRITA @ GENES QUE CODIFICAN
O DOMINIO PUTATIVG PROTEINASHIPOTETICAS

Figura 41. Andlisis de la expresidn diferencial diws genes de células sésiles versus células
plancténicas de Acidithiobacillus ferrooxidans con tetrazol. Un total de 486 genes

presentaron una expresion diferencial significatiya 70% presentan una funcion bioldgica
descrita 0 un dominio putativo (191 genes inducigld$0 reprimidos en células sésiles con
tetrazol) y el 30% codifican proteinas hipotéti€as7 genes inducidos y 28 reprimidos en

células sésiles con tetrazol).

97



Resultados

Los 486 genes fueron clasificados segun el prooefsmcion celular con la cual se
encuentran relacionados segun a la clasificacic@@eé. En células sésiles con tetrazol la
mayor parte de estos genes se encuentran reprimidis conversion y la produccion de
energia, traduccion, estructura y biogénesis rimasoy sobre-expresados en la biogénesis
de la pared y membrana celular, la conversion dymoién de energia, el metabolismo y
transporte de carbohidratos, la modificacion psiticcional, recambio de proteinas y
chaperonas (Fig. 42).

Para identificar el sistema metabdlico en la caatigipa cada gen y caracterizar la
accion especifica realizada por éstos, el mismdisaalescrito en células sésiles y
plancténicas con tetrazol se realizd. Se clasificdos 486 genes utilizando la base de
datos KEGG. Esta clasificacién indic6 que 185 gedeslos 486 genes analizados
presentaron una funcion bioldgica descrita en less&@ de datos, 145 genes codifican para

proteinas hipotéticas y 156 presentaron sélo urirdorputativo (Fig. 43).

Los 185 genes que presentaron una funcion biolddgsarita en la base de datos
KEGG participan en 67 sistemas metabdlicos, erclades 75 genes se encuentran sobre-
expresados y 110 reprimidos en células sésiles.gemes reprimidos participan en su
mayoria en la estructura y biogénesis del ribosgmaacciones redox, mientras que los
genes sobre-expresados participan mayoritariamamtéa glicolisis y gluconeogenesis,

metabolismo del carbono y biosintesis de amino&didaexos 5y 6).

Dentro de los genes reprimidos en células sésites,genes AFE_0315-0318,
AFE_0326-0331, AFE_0333-0336, AFE_0338-0346, AFEB008353 y AFE_1904
participan en la estructura del ribosoma y el g#A (AFE_0392, factor A de union a
ribosoma) se encuentra asociado a la biogénesisoritial. En reacciones redox el ggra

(AFE_0492, pirofosfatasa) cataliza la ruptura del entbzalta energia entre grupos fosfato
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Funciones biologicas

Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte y cata boﬂismolﬂs
Conversidn y producclén de energla Jm— 04 %
Metabolismo y transporte de Iipidosli_,l
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Figura 42. Clasificacién en bae a la funcién biol6gica predicha de los genes diéacialmente
expresados en células sésiles Aeidithiobacillus ferrooxidans con tetrazol. La clasificacion de

los 486 genes se realiz6 de acuerdo al procesaaidfucelular en que participa cada gen. Segun
esta funcion, cada gen pertenece a una categaorieodiel grupo de genes ortélogos (COG). La

expresion de los genes fue observada como sigseyvatores del log "7 anconicas > 1,0

corresponden a los genes sobre-expresados enscékdides, mientras que los valores de} log

sésile7

planctenica < -1,0 corresponden a los genes reprimidos.
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Clasificacion de genes
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Figura 43. Clasificacion KEGG de los genes diferermimente expresados al
comparar la transcripcién global de células sésilegontra la transcripcion
global de células plancténicas décidithiobacillus ferrooxidand, ambas con
tetrazol. La clasificacion de los 486 genes indic6 que 18%g poseen una funcién
biolégica descrita (110 genes reprimidos y 75 sebmresados), 145 genes
codifican proteinas hipotéticas (28 genes reprimigld17 sobre-expresados) y 156
genes sOlo presentan un dominio putativo (40 geepamidos y 116 sobre-
expresados) de acuerdo a la base de datos KEGG.
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y los genes AFE_2411 y AFE_2618-2630 codifican dabunidades de los complejos
multienzimaticos NADH-quinona oxidoreductasa, m#pando en la transferencia de
electrones del NADH a la coenzima Q en la cadespinaoria. Por ultimo, los genes
AFE_3202-3209 codifican las subunidades del coroptajitienzimatico ATPasa tipo F y

participan en la sintesis de ATP.

Dentro de los genes sobre-expresados en célulidessgise participan en la glicélisis
y gluconeogénesis, los genes AFE_0155 (proteira féamilia fosfoglicerato mutasg)yk
(AFE_1801) ygpml-1favorecen la sintesis de piruvato, mientras quegéses AFE_1812
(subunidad beta del componente E1 del complejoidiegjenasa), AFE_1813 (subunidad
alfa del componente E1 del complejo deshidrogengsAFE_1893 (dihidrolipoamida
deshidrogenasa) favorecen el consumo de piruvais.denes AFE_1802 y AFE_1807
(carbohidrato quinasa de la familia PfkB) favoretzerintesis de gliceraldehido-3P. El gen
AFE_2324 (fosfoglucomutasa) y los genes AFE_069ARE_ 2088 participan en la
conversion reversible da-D-glucosa-1P ax-D-glucosa-6P y de acetaldehido a etanol
respectivamente. Dentro de los genes reprimidakeas sésiles que estan asociados a la
glicolisis y gluconeogénesis, los genes AFE_1676t¢na de la familia clase Il aldolasa
fructosa-difosfato), tpiA (AFE_2633, triosafosfato isomerasagap (AFE_3251,
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa tipo Pgk (AFE_3250, fosfoglicerato quinasa)
inhiben la sintesis de gliceraldehido-3P a pa#ifD-fructosa-1,6Ry glicerato-3P. Los
genespdhA (AFE_3070, piruvato deshidrogenasa E1 subunidfa], aidhB (AFE_3069,
piruvato deshidrogenasa E1 subunidad betapdhC (AFE_3068, dihidrolipoamida
acetiltransferasa/dihidrolipoamida deshidrogenasd)iben el consumo de piruvato,
mientras que el gen AFE_ 2131 (proteina de la fanaldehido deshidrogenasa NAD)

inhibe la conversion reversible de acetato a asbeiédio.
En el metabolismo del carbono los genes reprimeloscélulas sésiles como los

genes AFE_2553 (piridina  nucledtido-disulfuro  oxietuctasa), AFE_2554

(heterodisulfuro reductasa subunidad B) y AFE_2%pfoteina de union de cluster
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hierro/azufre) se encuentran inhibiendo el consuieo CoM-S-S-CoB, el gemetF
(AFE_0535, 5,10-metilenotetrahidrofolato reductasa)encuentra inhibiendo el consumo
de glicina, y los genegpe (AFE_3247, ribulosa-fosfato 3-epimerasedpP (AFE_0536,
fosforibuloquinasa), rbocL (AFE_1691, ribulosa bisfosfato carboxilasa) ¢bbS-2
(AFE_1690, ribulosa bisfosfato carboxilasa, subadigpequefia) inhiben el consumo de
ribulosa-5P. Dentro de los genes sobre-expresatl@aglalas sésiles que participan en el
metabolismo del carbono se encuentran los geale@FE_0419, transaldolasa) tit-1
(AFE_1843, transcetolasa) que favorecen la sintédsisfructosa-6P y xilulosa-5P,
respectivamente, el gen AFE_2024 (6-fosfoglucoraggehidrogenasa) que favorece la
sintesis de ribulosa-5P, los genes AFE_1857 (ght@osdeshidrogenasa) ppsA
(AFE_1816, fosfoenolpiruvato sintetasa) que favemneel consumo de glucosa y piruvato,
respectivamente. Por dltimo, los genes sobre-eagosgfa y ackA (AFE_1810, acetato
guinasa) participan en la conversion reversiblefaenaldehido a formamida y acetil-

fosfato a acetato, respectivamente.

En la biosintesis de aminoacidos dentro de los yepbre-expresados en células
sésiles se encuentran los ger@®B-1 (AFE_2464, glutamato 5-quinasa) argB
(AFE_0256, acetilglutamato quinasa) favorecen elsuamo de glutamato, el getapF
(AFE_2743, diaminopimelato epimerasa) favorece itdgesis de lisina y el gethrB
(AFE_3097, homoserina quinasa) favorece el consilenoomoserina. Dentro de los genes
reprimidos en células sésiles los gesesB (AFE_0368, fosfoserina fosfatasa)sgrC
(AFE_0895, fosfoserina aminotransferasa) se enarenthibiendo la sintesis de serina, el
genilvD-1 (AFE_1673, deshidratasa acido-dihidroxi) inhibesilatesis de 2-oxoisovalerato
y 3-metil-2-oxopentanoato los cuales participan l@nsintesis de valina e isoleucina,
respectivamente. Por altimo, los genes metE (AFE_0288, 5-
metiltetrahidropteroiltriglutamato/homocisteina $tittransferasa) ynetk (AFE_0532,S
adenosilmetionina sintetasa) participan en la siwtey consumo de metionina,

respectivamente.
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Los resultados anteriormente descritos indicaroa lgumayor parte de los genes
reprimidos y sobre-expresados en células sésileicipan particularmente en el
metabolismo de la fructosa, glicélisis y gluconeuss. Se observé una alteracion del
flujo de carbono, favoreciendo la sintesis de p@tay fructosa-6P y glucosa-1P
principalmente al estudiar los genes sobre-expossad células sésiles (Fig. 44), mientras
gue al estudiar los genes reprimidos se obserirthlhicion del consumo de piruvato y la
conversion de fructosa-1,6B glicerato-3P (Fig. 45). Ademas, se observo quehos de
estos genes también estarian participando en eboletmo de la galactosa y la via de la
pentosa fosfato encontrandose vinculados con tasisny el consumo de glucosa-1P, uno
de los sustratos para la sintesis de los precaersier&PS. De acuerdo a esto, se analizaron
los genes reprimidos y sobre-expresados en cédélsites que participan en la via de la
pentosa fosfato, metabolismo de la fructosa, gy gluconeogénesis y el metabolismo

de la galactosa.

En la via de la pentosa fosfato se encuentran -s{mesados en células sésiles los
genedal, AFE_1802, AFE_1807%kt-1y AFE_2024. Mientras, los genge y AFE_1676
se encuentran reprimidos. En el metabolismo derdatdsa los genes AFE_1802 y
AFE_1807 se encuentran sobre-expresados, en calobigenes AFE_1676 tpiA estan
reprimidos. Todos estos genes reprimidos o solpees&ados en estos dos sistemas
metabdlicos benefician principalmente la sintessfiictosa 6-P, un sustrato para la

sintesis de glucosa-6P y glucosa-1P.

En la glicdlisis y gluconeogénesis los genes AFE618piA, pgk y gap se
encuentran reprimidos en ceélulas sésiles. En tdosogenes AFE_1802, AFE_1807 y
AFE_2324 se encuentran sobre-expresados. En ebaoftistao de la galactosa el gen
AFE_2324 esta sobre-expresado y el galie (AFE_1342, UDP-glucosa 4-epimerasa) se
encuentra reprimido. Todos estos genes reprimidmbe-expresados en estos dos Ultimos
sistemas metabdlicos excepciondel gen galE (participa en la conversion reversible de

103



Resultados

Ghyoolysis/ Gluconeogenesis
- DGlucoss-1F
AFE_2324
D Glucose O PR
AFE_1857 l
Ribulose-5P Xylulose-5P
Glucane-1,5-lactone @ 0 8] PB-D.Fructose.6F
AFE_1807
& tal
AFE_2024
Hd‘-l AFE_1802 B-D-Fructose-1.6F 2
al ; p
Carbon metabolism uconate-6 Clyroraldehyde-3F
- - —,
Glycerone-P S
Formaldzhyd Carbamayl-P CHymerate. 1, 3F2
gfa | AFE_0697 : Phosphane-
AFE_1893 Glycine Serine oxypyruvate
i 8] 0 Ly -
il te- 3P
Formate 5,10-Methylere-THF B
Arginine De—0 M gpmi-1
. . Threonine O 4 oe A 5
Biosynthesis of A argB! Clycerate-2P
amino acids | Proline :
: 1
o O€==0€—0 Glutamate
2,345 Tetrahycre- 1\ thrB < proB- A Phosphosnol-
Lysine dapF  dipicolinate ) H FarEraly
06— €&—0€— -0 ———— QHomeserine | 2-0xoglutarate pyk
Meso-2.6-Dia- hmmmm—— Ommmmm
minopimelats S ThFF :
L
Aoetyl. AFE 1812 E&I\Jﬁ{:}g AFE 1812
Coby . & - £ J¢
:l;.l-}f‘vcﬂe;ul.l:r.ﬂutmi_e -E AFE_lBii Pyirvate
"‘-._-.ﬂ o
ackA Diihwrlio- Lipoarmide-E
Lipoarude-EAFE 1893 AFE 0697
-——— = el O Ethanal

Acomldnh‘?;dﬂ AFE—ZOBB

Figura 44. Vias metabdlicas donde participan los ges sobre-expresados en células sésiles de
Acidithiobacillus ferrooxidang con tetrazol. Los genes sobre-expresados que participan en la
glicolisis y gluconeogénesis, el metabolismo daboao y la biosintesis de aminoacidos que
favorecen la sintess de piruvato, fructosa-6P gaga-1P son indicados. Las flechas rojas indican
la accién de los genes sobre-expresados en célékiles. Las flechas discontinuas indican la

participacién de varios genes para la

obtenciépalucto.
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Figura 45. Vias metabdlicas donde participan los ges reprimidos en células sésiles de
Acidithiobacillus ferrooxidans con tetrazol. Los genes reprimidos que participan en la glilis
y gluconeogénesis, el metabolismo del carbono Bidaintesis de aminoacidos que inhiben el
consumo de piruvato y la conversion de fructos&lzabglicerato-3P son indicados. Las flechas
verdes indican la accion de los genes reprimidoséunlas sésiles. Las flechas discontinuas

indican la participacién de varios genes para teraton del producto.
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UDP-glucosa a UDP-galactosa), favorecen directaendat sintesis de glucosa-6P o

glucosa-1P.

Por ultimo, se analizaron los genes reprimidoslyesexpresados que participan en
la biosintesis de lipopolisacaridos y se observéssg sistema metabodlico se encuentra
relacionado con los otros anteriormente descrltos. genedpxC (AFE_0223, UDP-3-0-
acil N-acetilglucosamina deacetilasa) y AFE_258®tgina con dominio histidinol-fosfato
fosfatasa), se encuentran reprimidos en célulagesémhibiendo el consumo de UDP-
glucosa y favoreciendo que esta molécula partieip& sintesis de EPS, mientras que los
genesgmhA (AFE_0714, fosfoheptosa isomerasayfgC (AFE_0235, lipopolisacarido
heptosiltransferasa 1) se encuentran sobre-exmesad células sésiles beneficiando la

sintesis de KDO-lipidoA y de los lipopolisacaridos.

En resumen, los genes que presentan una exprefgdendial en células sésiles y
participan en el metabolismo de la pentosa fosfate la fructosa benefician la sintesis de
fructosa-6P, mientras que los genes que particgpael metabolismo de la galactosa y la

glicolisis y gluconeogénesis favorecen la sintdsiglucosa-6P y glucosa-1P (Fig. 46).

En conclusion, los resultados revelaron que al evarda transcripcion global de las
células sésiles tratadas con tetrazol contra tes¢rgpcion global de las células planctonicas
con el mismo andlogo sintético, 486 genes presmmtaambios significativos en sus
niveles de ARNm. De estos genes, el 38% (185 gemresentd una funcion biolégica
descrita (KEGG) y patrticipan en 67 sistemas metedi)l de los cuales cinco sistemas (via
de la pentosa fosfato, metabolismo de la fructagaolisis y gluconeogénesis, el
metabolismo de la galactosa y la biosintesis depbjfisacaridos) se encuentran
relacionados con la sintesis y consumo de glucBsaifh sustrato que participa en la
sintesis de los precursores de EPS. Por otro d@malizar la expresion diferencial de los
genes que participan en estos cinco sistemas ntieta)dos resultados indicaron que 7 de
los 8 genes (AFE_1802, AFE_1807, AFE_2024, AFE_28&4, tal, gmhAy rfaC) sobre-

106



Resultados

CHyoemie:3P
Vias metabolicasinvolucradas pok
en el metabolismo de glucosa-1P ‘;;;"P Glaicogresiy

Blysernldahyele- 5 sffm— Olyearons.P
@ IpiA n
AFE_1676 -
AFE_1802

Op-D-Fructose-1,6F 3

AFE 1676
Clycerone-P AFE 1802 DeFiucon AFE_1807

el e e D-Frucices. 1P B.D-Frociose.aF
= I

tpiA Metabolismo fructosa | 3 Frudh

Lartose
D-Otucoss-ap g VDGI00S

(_Galacmsametabolismu )

AFE_1807 — T are_2028 p qalk
Glycorklehyels 3P 4@  B-D-Fructose-1,6F 2 , I oDOdrkselP — Db
AFE 1676 a-DhOlucose-1F _
AFE_1802 o gall
s UDP gl e |IDP.cslckss h— Ciabchn
galE
Deghoome6? 0
AFE_2024 Biosintesis
(D Fruckse P 2 lipopolisacaridos
“A me “oRbums
the1 UDP3-O.Gihwliony,  UDP3-OEhyhony. HOPZabie
B%{&g.ﬁm D-;mm}w' b Lo-g luggsarmine tﬁ’“ﬂ‘“""“‘" i
&
B0 Frockees-| 4P IpxC
1676 ol J A & = Lipid A disaccharide
AFE 1804 AFE- \ ety s IO e
Laureyd.
EPS Kmrh;ﬂl\.'(,kj
Dby 3 , AFE_2582 , gmhA
El';rp:mbm*_ “'cl% DDI‘ 0 DeOiyeere
Seoy St S

z S KDl (A) T e
Viade la pentosa AFE_2582 i : gmhA l
i S LN Sivhe, Dot Sukdnit

D
faC ¢ [lar ‘i::hnl PP hapiose TF

K OO0-lipill A)

Mature lipopolysseeharide

Figura 46. Vias metabdlicas involucradas en el mdialismo de glucos-1P. Cinco vias

metabdlicas se encuentran relacionadas con lasisinfeconsumo de glucosa-1P; la via de la
pentosa fosfato, metabolismo de la fructosa, ddidly gluconeogénesis, metabolismo de la
galactosa y biosintesis de lipopolisacaridos. lechfs rojas indican la accion de los genes sobre-
expresados en células sésiles y las flechas verdiesan la accion de los genes reprimidos en este

mismo tipo celular.
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expresados en células sésiles con tetrazol favolacgintesis de glucosa-1P, mientras que
5 de los 8 genepg@k gap tpiA, rpe y AFE_1676) reprimidos en este mismo tipo celular
inhiben el consumo de la fructosa-6P, el cual as dm los sustratos para la sintesis de

glucosa-1P (principal sustrato de los precursoeeSRES).

Para estudiar los resultados obtenidos en lossaétanscripcionales de i) las células
planctonicas con y sin tetrazol, i) las célulasileé con y sin tetrazol y iii) las células
sésiles contra las células plancténicas ambas etraztl, decidimos desarrollar
comparaciones entre estos tres grupos para idamtifiquellos genes que presenten un
patrén de expresion similar en al menos dos grupesesta forma, podriamos identificar
aquellos genes regulados por el sistema QS quecserren implicados en la formacion
de biopeliculas [genes con el mismo patron de sigmeen células plancténicas con y sin
tetrazol y en células sésiles contra las célulasgbbnicas (ambas con tetrazol)], los genes
regulados por el sistema QS que no participan dartaacion de biopeliculas [todos los
genes reprimidos o sobre-expresados en célulastpiacas con y sin tetrazol menos
aquellos genes con un patron de expresion similac&ulas sésiles contra las células
plancténicas (ambas con tetrazol)], los genes gagbs en la formacion de biopeliculas
gue no son regulados por el sistema QS [todosdnsgyreprimidos o sobre-expresados en
células sésiles contra las células planctonicadbdancon tetrazol) menos aquellos genes
con un patron de expresion similar en células péenicas con y sin tetrazol] y aquellos
genes que no son regulados por el sistema QS yagugarticipan en la formacién de

biopeliculas (todos aquellos genes que no present@expresion diferencial).
Comparacion entre la transcripcion global de célula sésiles contra células
planctonicas ambas con tetrazol y la transcripcioglobal de células planctonicas con y

sin tetrazol

En el andlisis de los resultados de la transcnipgiobal de los genes de las células

sésiles contra células planctonicas ambas corzoif#86 genes, desde ahora grupo ) y la
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transcripcién global de células plancténicas cosirytetrazol (137 genes, desde ahora
grupo Il) fue posible obtener distinta informaci&mn el estudio del grupo | se observaron
los genes que se estan reprimidos o sobre-expesadoélulas sésiles (tipo celular que

presenta el sistema QS inducido) o plancténicasntmais que en el grupo Il se observaron
aquellos genes diferencialmente expresados potoeflectetrazol (molécula que induce el

sistema QS) en células planctonicas. De acuerdtoales genes que presenten un patron
de expresién similar en ambos grupos correspondetés genes regulados por el sistema

QS que participan en la formacién de biopelicutaséulas plancténicas.

Para comparar la transcripcién global de genesgdedo | (células sésiles contra
células planctonicas, ambas con tetrazol) conalastripcion global de genes del grupo I
(células planctoénicas con y sin tetrazol), se oliséa expresion diferencial de genes del
grupo | en base a la expresion diferencial de gene=lulas planctonicas. De esta forma,
el cambio de los niveles de ARNm de los genes dglgl podra ser comparado con el de
los genes del grupo Il. De acuerdo a esto, serdetérque los valores de expresion del
logz 55" anctenicasde! grupo Iy el log®"S%eyaz0de células plancténicas del grupeI1,0
corresponderan a los genes reprimidos en céluéagtdinicas con tetrazol, mientras que
los valores de expresién-1,0 corresponderan a los genes sobre-expresadeaeemismo
tipo celular con tetrazol. Al comparar los resulimdranscripcionales de las células
plancténicas con tetrazol de los grupos | y Il,observd que 104 genes presentaron un
cambio similar en sus niveles de ARNm en ambos apugs decir, los genes que
presentaron una sobre-expresion en las célulastpldaoas con tetrazol del grupo Il
también presentaron una sobre-expresion en cdildasténicas con tetrazol del grupo | al
ser comparadas contra la expresion diferencial &mas sésiles. De igual manera, los
genes gue presentaron una represion en las cplalasténicas con tetrazol en el grupo Il
también se observaron reprimidos en el mismo tglolar en el grupo I. Se observaron 88
genes reprimidos y 16 sobre-expresados en célidastpnicas con tetrazol en los dos
grupos (Fig. 47). De acuerdo a esto, los 104 gpodsan estar regulados por el sistema

QS y estar participando en la formacion de biop&i:
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Genes involucrados enlaformacion de
biopeliculasy regulados porQS

Grupol: [ Grupol lI:

Sésiles/Planctdnicas ambas con Plancténicas cony sin tetrazol
tetrazol (486 genes) (137 genes)

382 genes |l 33genes
relacionados regulados

con biopeliculas /  porQs

Genes reprimidos en células plancténicas con tetrazel
Genes sobre-expresados en células plancténicas con tetrazol

Figura 47. Resultados del analisis de la transcrip@n de genes al comparar los resultados
transcripcionales de los grupos | y 1l.Un total de 104 genes presentan un patron sirilagl
cambio de sus niveles de ARNm al comparar los teboss transcripcionales de los grupos 1y Il.
De estos genes, 16 se encuentran sobre-expresadds)(y 88 estan reprimidos (rojo) en células
plancténicas con tetrazol en ambos grupos. LosdeEdkes estan regulados por el sistema QS vy
particiapan en la formacion de biopeliculas, masjue 382 genes del grupo | sélo se encuentran
relacionados en la formacion de biopeliculas y&3eg del grupo Il sélo estan regulados por QS.

110



Resultados

Los 104 genes que estan regulados por el sistemap@B&icipan en la formacion de
biopeliculas (Anexos 1y 2) fueron analizados itilzados para identificar el proceso o
funcion celular con la cual se encuentran vincudadoe acuerdo a la clasificacion de
grupos de genes ortélogos (COG), la mayor partestiess genes se encuentran reprimidos
en células planctonicas con tetrazol y participapr@cesos celulares como el metabolismo
y transporte de carbohidratos, la conversion y ycodn de energia y la modificacion

post-traduccional, recambio de proteinas y chaperf{ffig. 48).

Para identificar el sistema metabdlico en la cuatigipan los 104 genes antes
mencionados y caracterizar la accion especifid&zaela por éstos, se clasificaron los 104
genes utilizando la base de datos KEGG. Esta icasibn indicé que 30 de los 104 genes
analizados presentaron una funcidn biologica desemn esta base de datos. Un gran
porcentaje (71,1%) de estos 104 genes codificateipas hipotéticas (41 genes) o sélo

presentan dominios putativos (33 genes) (Fig. 4@xas 1, 2,5y 6).

Los 30 genes que poseen una funcion biologica iteessr la base de datos KEGG
participan en 34 sistemas metabdlicos diferentaacipalmente en el metabolismo del
almidon y la sacarosa, biosintesis de aminoacis@sabolismo del carbono, glicolisis y
gluconeogénesis. De estos 30 genes, 22 se encuegpranidos y 8 sobre-expresados en
células plancténicas con tetrazol. Los valoresxgreesion (de acuerdo al oY panctsnicas
para el grupo | y el 1o’ erazode células plancténicas para el grupo I1), la desi®n
de la proteina y la funcion biolégica de cada ueolak 30 genes que se encuentran
regulados por el sistema QS y participan en la #oiém de biopeliculas se encuentran

descritos en las Tablas 9 y 10.
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Funciones biologicas

Replicacion, reparaciony recombinacion mm
Transcripcion . 3
Metabolismo y transporte de lones inorgd nicos L1 d
Metabalismo y transporte de nucieotldos
Traduccidn, estructura y biogénesis nbosomal -
Metabolismo y transporte de lipidesmm 1
Metabolismo y transporte de aminocidos e 2
Pared celular/membrana/biogénes mmm 7
Metabolismo y transporte de coenzimas mm 1
Mecanismos de transduccidn de sedales mm 1
Prediccidn de funciones generales mumm—" 5
Conversion y produccion de energia “ 10
Madificacidn post-traduccio telnas, chaperonas NEEEG_—_—
Movilidad celular m 1
Metabolismo y transporte de carbuhidrawsF 12
Funcion desconocids M 2
Sinclasificacion mm— 7

Prc,teﬂna hipuié[jca F 36

0 3 10 13 0 P 30 3

Nimero de genes

GENES REPRIMIDOS REGULADOS POR 05 QUE PARTICIPAN EN LA FORMACION DE BIOPELICULAS EN CELULAS PLANCTONICAS
GENES SOBRE-EXPRESADOS REGULADOS POR Q5 Y QUE PARTICIPAN EN LA FORMACION DE BIOPELICULAS EN CELULAS PLANCTONICAS

Figura 48. Clasificacion COG de los genes relaciodas con la formacion de biopeliculas y
regulados por el sistema Quorum Sensing efcidithiobacillus ferrooxidans. La clasificacion

de los 104 genes regulados por QS que participda &rmacion de biopeliculas se realiz6 de
acuerdo al proceso o funcion celular en que ppaicgada gen. Segun esta funcién, cada gen
pertenece a una categoria dentro del grupo de getidsgos (COG). Genes reprimidos (barras
rojas) y genes sobre-expresados (barras verdes)éleitas planctonicas con tetrazol fueron
clasificados.
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Clasificacion de genes

45

35

20

Nimero de genes
ta

10 4

Dominio putativo Proteina hipotética Funcion bioclogica descrita

B GENES SOBRE-EXPRESADOS

B GENES REPRIMIDOS

Figura 49. Clasificacion KEGG de los genes relaciamlos con la formacion de biopeliculas
regulados por el sistema Quorum Sensing ekcidithiobacillus ferrooxidans. La clasificacion

de los 104 genes indicé que 30 genes (22 genesnidps y 8 sobre-expresados en células
plancténicas con tetrazol) poseen una funcién biodd descrita, 41 genes (5 genes sobre-
expresados y 36 reprimidos en células planctémioasetrazol) codifican proteinas hipotéticas y
33 genes (30 genes reprimidos y 3 genes sobresaxdwe en células planctonicas con tetrazol)
sélo presentan un dominio putativo.
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Tabla 9. Genes regulados por el sistema QS que participda @rmacion de biopeliculas y presentan una fumdiiol6gica descrita y se
encuentran sobre-expresados en células planct@oocaetrazol en los grupos | y Il. Para cada gen gecuencia codificadora se utilizaron dos
oligonucleétidos. Se indica el valor de la exprmesififerencial promedio de cada gen obtenido dereubibridaciones (tres réplicas
experimentales y un intercambio de tinte) parawbg | y seis hibridaciones (cuatro réplicas experitales y dos intercambios de tinte) para el
grupo Il adquiridos de tres réplicas bioldgicaseimehdientes analizadas estadisticamente con-¢lde€enjamini-Hochbergmj valores<-1,5

y () valores>-1,5y<-1,0.

Grupo | Grupo Il
N° ORF Gen Descripcion de la proteina Funcion biolégica promedio estadistica | promedio estadistica
- -1,081 3,73E-02 -1,077 6,19E-04
]_ AFE_1904_132-186a rme Proteina L32 ribosomal 50S Ribosoma g ’ 0 ’
AFE_1904_132-186b -1,058 4,29E-02 -1,058 6,19E-04
AFE_1929_175-229 -1,281 1,67E-02 -0,934 4,54E-04
2 - - ndk Nucledsido difosfato quinasa Metabolismo de la purina, Metabolismo de la pirimidina v ’ . !
AFE_1929_322-376 -1,01 1,50E-02 -1,227 4,54E-04
Proteina de unién a sustrato
3 AFE_1939_860-914 pstS-l Transportadores ABC, Sistema de dos componentes
AFE_1939_990-1044 transportador ABC fosfato
AFE_1940_802-856 6,82E-03 3,55E-03
4 - - pstC-2  Transportador ABC fosfato permeasa Transportadores ABC ’ 4
AFE_1940_902-956 - 5,45E-03 -1,424 2,49E-03
AFE_2131_1122-1176 Glicolisis / Gluconeogenesis, Degradacion de la lisina, Interconversiones -1,14 7,37E-03 -1,093 1,63E-02
AFE_2131_1342-1396 de pentosa y glucuronato, Metabolismo de ascorbato y aldarato, Degradacion -1,468 1,79E-02 -0,984 1,79E-03
Proteina de la familia (NAD) de acidos grasos, Metabolismo del propanoato, Valina, leucina y isoleucina
5
aldehido deshidrogenasa degradacién, Degradacion de cloroalkano y cloroalkeno, beta-alanina
metabolismo, Metabolismo de glicerolipidos, Metabolismo del piruvato
Arginina y prolina metabolismo, Histidina metabolismo, Triptofano
metabolismo
- 4,10E-03 -1,082 8,45E-03
6 AFE_3207_413-467 atpF  ATPsintasa FO, subunidad B Fosforilacion oxidativa ’ ’ 4
AFE_3207_85-139 4,10E-03 -0,97 2,45E-03
AFE_3208_192-246 -1,438 7,25E-03 -1,408 3,36E-04
7 - atpE  ATPsintasa FO, subunidad C Fosforilacion oxidativa 2 ’ ’ ’
AFE_3208_65-119 7,02E-03 9,09E-04
- -1,313 1,35E-02 3,92E-04
8 AFE_3209_429-483 ath ATP sintasa FO, subunidad A Fosforilacion oxidativa E ’ ’
AFE_3209_530-584 -1,172  3,24E-02 -1,38 1,03E-03
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Tabla 10. Genes regulados por el sistema QS que participda farmacion de biopeliculas y presentan una famdiiolégica descrita y se
encuentran reprimidos en células plancténicas etrazbl en los grupos | y Il. Para cada gen y swestcia codificadora se utilizaron dos
oligonucleétidos. Se indica el valor de la exprasififerencial promedio de cada gen obtenido dereubibridaciones (tres réplicas
experimentales y un intercambio de tinte) parawbg | y seis hibridaciones (cuatro réplicas experitales y dos intercambios de tinte) para el
grupo Il adquiridos de tres réplicas biol6gicasipehdientes analizadas estadisticamente con-glde®enjamini-Hochbergmj valores> 1,5y

(+) valores>1,0y<1,5.

Grupo | Grupo Il

N° ORF Gen Descripcion de la proteina Funcidn bioldgica promedio estadistica | promedio estadistica
1 AFE_0155_154-208 Proteina de la familia fosfoglicerato Glicina, serina y treonina metabolismo, Glicdlisis / Gluconeogenesis 1,16E-02 1,252 4,28E-02

AFE_0155_536-590 mutasa Metabolismo de metano, Metabolismo de carbono, Biosintesis de aminodcidos 8,69E-03 2,80E-02

AFE 0419 495-549 Via de la pentosa fosfato, Metabolismo del carbono 4,10E-03 1,1 1,27E-02
2 - tal Transaldolasa

AFE_0419_595-649 Biosintesis de aminodcidos 6,12E-03 1,322 2,48E-02

AFE_0696_110-164 Proteina activadora de formaldehido , , 1,261 5,77E-03 1,203 3,23E-03
3 - - gfa Metabolismo de metano, Metabolismo de carbono

AFE_0696_227-281 dependiente de glutation 6,82E-03 1,474 3,06E-02

AFE_0808_719-773 Oxidoreductasa, subunidad de unién a . . 2,72E'02 2,85E'02
4 FAD Metabolismo de purina

AFE_0808_948-1002 1,03E-02 4,37E-02

AFE_0809_1969-2023 Oxidoreductasa, subunidad de unién a ) ) 7,27€E-03 2,32E-02
5 Metabolismo de purina

AFE_0809_2151-2205 molibdopterin 1,74E-02 1,092 8,41E-04

AFE_1799_2258-2312 Proteina de la familia alfa-glucano . . . 1,73E-02 1,077 6,19E-04
6 fosforilasa Metabolismo de azucar y almidén

AFE_1799_2377-2431 1,29E-02 1,311 2,04E-04

Glicdlisis / Gluconeogenesis, Metabolismo de la purina, Metabolismo del

7 AFE_1801_1309-1363 pyk  Piruvato quinasa piruvato 4,93E-02 3,89E-03
AFE 1801 612-666 Metabolismo de carbono, Biosintesis de aminodcidos 1,59E-02 1 35E-01
— — - ’
AFE 1802 294-348 Glicolisis / Gluconeogenesis, Via de la pentosa fosfato, Metabolismo de la
8 Aldolasa fructosa y manosa, Fijacion del carbono en organismos fotosintéticos,
AFE 1802 822-876 Metabolismo del metano y carbono, Biosintesis de aminodcidos
AFE 1815 455-509 Glicdlisis / Gluconeogenesis, Glicina, serina y treonina metabolismo 1,50E-02 3,49E-03
- - mi- Fosfogliceromutasa
9 gpml-1 fogl , ,
AFE 1815 745-799 Metabolismo del metano y carbono, Biosintesis de aminoécidos 4,51E-02 0,911 2,78E-03
10 AFE 1854 267-321 Piridina nucleétido-disulfuro Fosforilacion oxidativa 1,78E-02 1,349 6,47E-04
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AFE_1854_900-954

oxidoreductasa

11

AFE_1857_486-540

AFE_1857_605-659

Glucosa 1-deshidrogenasa

Via de la pentosa fosfato, Metabolismo del carbono

2,45E-02 1,49

Resultados

2,77E-03

12

AFE_2024_274-328

AFE_2024_515-569

6-fosfogluconato deshidrogenasa

Via de la pentosa fosfato, Metabolismo de glutatiéon

Metabolismo del carbono

13

AFE_2081_2153-2207

AFE_2081_2344-2398

Proteina de la familia Alfa-amilasa

Metabolismo de azucar y almidén

1,22E-02
1,47E-02

6,70E-04
3,20E-03

14

AFE_2082_558-612

AFE_2082_882-936

Proteina de la familia Alfa-amilasa

Metabolismo de azucar y almidén

15

AFE_2083_267-321

AFE_2083_657-711

Grupo 1 glicosil transferasa

Metabolismo de azucar y almidén

16

AFE_2088_775-829

AFE_2088_875-929

Proteina de la familia alcohol

deshidrogenasa de unidn a zinc

Glicolisis/Gluconeogenesis, Degradacion de acidos grasos,

Degradacidn de cloroalkano y cloroalkeno, Tirosina metabolismo

Degradacion del naftaleno, Degradacién de compuestos aromaticos.

AFE_2464_447-501

1,00E-02 1,109 1,63E-02
1,38E-02 1,209 3,09E-03
1,53E-02 1,467 1,67E-04
8,27E-03 1,493 2,51E-03
1,23E-02 1,17e-03
1,59E-02 2,22E-02

2,30E-02
4,55E-02

6,19E-04
1,20E-02

1,331

17 proB—l Glutamato 5-quinasa Arginina y prolina metabolismo, Biosintesis de aminodacidos
AFE_2464 594-648
AFE_2836_1869-1923
18 - - glgB  Proteina 1,4-alfa-glucano-racimo Metabolismo de azlcar y almidén
AFE_2836_2041-2095
AFE_2931_2329-2383 Exod irib | V subunidad
19 - - recC xogeoxiribonucieasa ¥ subunida Recombinacién homologa
gamma
AFE_2931_3238-3292
AFE 3086 2008-2062 ATPasa tipo P de eflujo de protones o o
20 - - Fosforilacion oxidativa
AFE_3086_2207-2261 de la membrana plasmatica
AFE_3283_231-285 i i i
21 - - hynS [N|/Fe]~h|drogenasa, subunidad Degradacidn del nitrotolueno
pequefia
AFE_3283_695-749
AFE_3286_1372-1426
22 - - hynL [Ni/Fe] hidrogenasa, subunidad grande  Degradacion del nitrotolueno

AFE_3286_1498-1552

1,55E-02 0,94 4,62E-03
1,53E-02 1,086 1,51E-03
1,22E-02 1,036 6,19E-04
1,09E-02 1,023 1,66E-03
3,04E-02 1,018 1,85E-01
4,10E-03 1,257 4,76E-02
1,03E-02 1,206 6,65E-04
3,47E-02 1,108 1,10E-02
2,42E-02 1,085 1,48E-01

1,70E-02
5,77E-02
4,13E-02

4,77E-03
1,24E-01
4,01E-02
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La mayor parte de estos 30 genes con funcion bazodescrita se encuentran
directamente vinculados con la formacion de biepéds, encontrandose 6 genes sobre-
expresados en células plancténicas con tetrazal.desmesstS-1(AFE_1939) ypstC-2
(AFE_1940) codifican transportadores de gruposatosfdel tipo ABC y participan en la
formacion de biopeliculas (O° May y col.,, 2009). g¢n AFE_2131 participa en la
conversion reversible de acetaldehido a acetaémdsi el acetaldehido un importante
mediador para la formacion de biopeliculas (Mikkocgl., 2014). Los genestpF
(AFE_3207), atpE (AFE_3208) yatpB (AFE_3209) colaboran en la sintesis de ATP
generada por un gradiente de protones y parti@pagl metabolismo energético requerido

para la formacion de biopeliculas (lkonomidis y.c2008; Xu y col., 2012).

Por otro lado, 16 de los 30 genes con funcién biod descrita, regulados por el
sistema QS y vinculados con la formacion de biopks se encuentran reprimidos en
células plancténicas con tetrazol. El gga (AFE_0696) se encuentra relacionado con el
consumo de formaldehido, un compuesto que favakcescimiento y desarrollo de las
biopeliculas (Ong y col., 2006). El gproB-1 (AFE_2464, glutamato-5-quinasa) participa
en el consumo de glutamato para la sintesis dénpraiendo glutamato un aminoacido
gue puede ser utilizado como un sustrato paraddugcion de energia en la formacion de
biopeliculas (Yeom y col., 2013). Muy recientemesteha propuesto que los aminoéacidos,
incluyendo glutamato, pueden tener otro rol coma gefal para la maduracion de
biopeliculas y eventual desarme de éstas (Wond.y2f5). El gen AFE_3086 que esta
asociado al flujo de protones en la membrana plisang participa en el metabolismo
energético requerido para la formacion de biopkg(ikonomidis y col., 2008; Xu y col.,
2012). Los genes AFE_180fal (AFE_0419), AFE_1857 y AFE_2024 se encuentran
involucrados con la sintesis y consumo de fruc63aun sustrato para la sintesis de
glucosa-6P y glucosa-1P (sustratos para la sinteslss precursores de EPS, Quatrini y
col., 2007). Todos estos genes se encuentran émabiel consumo de fructosa-6P, lo cual
beneficia la biosintesis de EPS en células plaieércon tetrazol. Los genes AFE_0155,
pyk (AFE_1801) ygpml-1 (AFE_1815) participan en la sintesis de piruvagsde la

glucosa-1P, por lo que al encontrarse reprimidosc&nlas planctonicas con tetrazol
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favorecen la acumulaciéon de los precursores de ERSambio, el gen AFE_2088 (que
también se encuentra reprimido en células planca8rion tetrazol) participa en la sintesis
de piruvato desde acetaldehido. Por otro ladogéoes AFE_1799 glgB (AFE_2836) al
encontrarse reprimidos inhiben la sintesis de ARRega, un precursor de la trehalosa,
mientras que los genes AFE_2081, AFE_2082 y AFE3 2fl@ben la sintesis de trehalosa
desde ADP-glucosa y maltodextrina (Fig. 50, Bargetol., 2005).

Comparacion entre la transcripcion global de célula sésiles contra células
plancténicas, ambas con tetrazol y la transcripciomglobal de células sésiles con y sin

tetrazol

Para comparar la transcripcion global de los gefedsgrupo | (486 genes) y la
transcripcion global de células sésiles con y simarol (10 genes diferencialmente
expresados, desde ahora grupo Ill), se obserxplesion diferencial de genes del grupo |
en base a la expresion diferencial en célulasesédile esta forma, los cambios en los
niveles de ARNm de los genes del grupo | fueronpamados con los genes del grupo lll.
De acuerdo a esto, se determind que en el grupe giénes sobre-expresados en células
sésiles con tetrazol corresponderan a valores gwesi®wn definidos por el lgg
séslef ancionicas> 1,0 y< -1,0 para genes reprimidos. En cambio, para giaytli los genes
reprimidos en ceélulas sésiles corresponderan aegslibe expresion definidos por el Jog

PMSO; razoi< 1,0 Y los genes sobre-expresades-4,0.

Al comparar los resultados transcripcionales depgrl y el grupo Ill se observaron
6 genes que presentaron una expresion diferenciangos grupos. De estos genes, 4
exiben cambios similares en sus niveles de ARNramepos grupos, mientras que 2 genes
presentaron un patron de expresion diferente. fHig. Tabla 11).
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Figura 50. Genes regulados por el sistema QS invakados con la sintesis de glucosa-1P y
precursores de EPS.Los genes regulados por el sistema QS involucradosl consumo de

glucosa-1P y precursores de EPS en células placatincon tetrazol se encuentran
mayoritariamente reprimidos (flechas rojas), a pem del gen AFE_2131 que se encuentra

sobre-expresado (flecha verde).
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Genes regulados por QS y relacionados
con la formacion de biopeliculas

(_J_\

Grupolll
Sésil conysintetrazol
(10 genes)

Grupol
Sésil/Planctdnicas ambas con
tetrazol (486 genes)

480 genes
relacionados con
biopeliculas

4 genes
regulados
porQs

Figura 51. Resultados del analisis de la transcripén global de genes al comparar los
resultados transcripcionales de los grupos | y llL.Un total de 6 genes presentan cambios
significativos en sus niveles de ARNm en ambos ggupe estos genes, 4 presentan cambios
similares en ambos grupos, mientras que 2 gensermiesn una expresion diferencial distinta
en los dos grupos. Los 6 genes comunes en ambpssgee encuentran regulados por el
sistema QS vy participan en la formacion de biop&l&; mientras que los 4 genes del grupo I
se encuentran regulados por el sistema QS y losgdB6s del grupo | s6lo se encuentran
relacionados con la formacién de biopeliculas.
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Tabla 11 Genes que presentan una expresion diferencialnapaxar los grupos | y Ill. Para cada gen y su sexaecodificadora se utilizaron dos
oligonucleétidos. Se indica el valor de la expnesi@ierencial promedio de cada gen obtenido deraumiridaciones (tres réplicas experimentales y un
intercambio de tinte) para el grupo | y seis hiacidnes (cuatro réplicas experimentales y dosdaiebios de tinte) para el grupo Il adquiridos rees t
réplicas biolégicas independientes analizadas istiamente con el test-t de Benjamini-Hochbesy véalores> 1,5 y (+) valores> 1,0 y< 1,5 indican

los genes sobre-expresados en el grupo | y repamésh el grupo lll, mientras qua)(valores< -1,5 y () valores> -1,5 y< -1,0 indican sobre-

expresion de genes en el grupo 1l

Grupo Il Grupo |
o
N ORF Gen  Descripcion de la proteina Funcién bioldgica promedio estadistica | promedio estadistica
AFE_0696_110-164 Proteina activadora de formaldehido , , 1,032 5,68E-02 1,261 5,77E-03
1 - - g_fa Metabolismo de metano, Metabolismo de carbono
AFE_0696_227-281 dependiente de glutation 1,015 8,16E-02 | 1,169 6,82E-03
AFE_0697_766-820 Glicolisis / Gluconeogenesis, Degradacion de acidos grasos, 1,099 1,72E-02 5,45E-03
2 AFE_0697_1027-1081 S-(hidroximetil)glutatién deshidrogenasa Tirosina metabolismo, Degradacién de cloroalkano y cloroalkeno, 0,993 1,31E-02
clase Il alcohol deshidrogenasa Degradacion del naftaleno, Metabolismo del metanoy el
carbono, Degradacion de compuestos aromaticos
AFE_0707_502-556 . . -1,025 6,31E-03 7,03E-03
3 - - Proteina hipotética Dominio: TPR
AFE_0707_905-959 -0,916 1,59E-02 9,05E-03
AFE_0709_171-225 e -1,194 1,48E-03 4,36E-03
4 - - Proteina hipotética
AFE_0709_35-89 -1,287 1,63E-01 5,77E-03
~ Proteina de unién a grupo de hierro-azufre, N _
5 AFE_0710_440-494 Dominio: Rieske, NifU. 3,48E-02 4,10E-03
AFE_0710_651-705 familia Rieske 5,95E-02 1,00E-02
6 AFE_1998_141-195 orf3 Proteina hipotética 1,45E-03 4,00E-02
AFE_1998_338-392 1,84E-03 7,71E-03
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De los 6 genes inducidos por QS que participaradorinacion de biopeliculas, 4 de
ellos se observaron transcritos preferencialmentecéulas sésiles; el gen AFE_0710
presentd un dominio putativo relacionado con ladnra grupos de hierro-azufre (familia
Rieske), mientras que los otros 3 genes (AFE_7GE_A709 yorf3) codifican proteinas
hipotéticas. Cabe destacar que el gg8 (AFE_1998) codifica una proteina hipotética que
participa en el sistema QS Ae ferrooxidan$ (Fig. 20).

Por otro lado, los gengga (AFE_0696) y AFE_0697 no muestran un cambio simila
en sus niveles de ARNm en ambos grupos y se emaneeprimidos en células sésiles con
tetrazol (grupo Ill) y sobre-expresados en cél@ésiles con tetrazol al ser comparadas
contra células planctonicas con tetrazol (grup@abla 11). El gergfa participa en la
conversion reversible de formaldehido a S-hidroxigiatation, mientras que el gen
AFE_0697 participa en el consumo de S-hidroximietiégion y la sintesis de S-
formilglutation (Fig. 52). En conjunto, ambos gems$tan relacionados con el consumo de
formaldehido, un compuesto que favorece el creaimig desarrollo de las biopeliculas
(Ong y col., 2006). Por otro lado, al estudiar tesultados de expresion diferencial de
ambos genes en la Tabla 11, se observd que ellesacsntran sobre-expresados en el
grupo |, es decir, presentaron una alta expresiort&ulas sesiles con tetrazol al ser
comparadas contra su expresion en células place®rion tetrazol favoreciendo la
acumulacién de formaldehido. Por el contrario, asrigEnes se encuentran reprimidos en el
grupo lll, es decir, presentaron una represioné&ulas sésiles con tetrazol al compararlas
contra su expresion en células sésiles sin tetramolfavoreciendo la acumulacion de
formaldehido. Ademas, se sabe que el gém se encuentra reprimido en células
plancténicas con tetrazol (grupo Il, anexo 2). @aeado a lo anterior, los gengfa y
AFE_0697 podrian estar siendo reprimidos por ehzet en células sésiles y planctonicas
inhibiendo la conversion de formaldehido a form&or otro lado, segun los andlisis en el
grupo | estos genes podrian estar siendo regulpdostro sistema distinto a QS al
encontrarse sobre-expresados en células sésilesetamol cuando se compara contra

células plancténicas con la misma molécula.
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Formacion de biopeliculas

Methanol I T
I
Fonmklthydno EPS € Glucose-1P €——D-Fructose-6P
CE——
gfa 4

S.H x,X § D-Fructose-1,6.F2
e 5

gl ne I

AFE_0697] Cilycerate-3P

A
i.fm’ix Glyceraie 2P
Acetyl-CoA pathway
S > 4 X Phosphoenol-
Formate 02 Acetyl-Col Pymuvate P

Figura 52. Descripcion de la participacion de los epes gfa y AFE_0697 en le
formacion de biopeliculas.Se observa que el gegfa participa en la conversién reversible
de formaldehido a S-hidroximetilglutation y quegeh AFE_0697 participa en la sintesis de
S-formilglutatién.
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Comparacion entre la transcripcion global del grupoll y la transcripcion global del

grupo

Para comparar la transcripcion global de genesétidas planctonicas con tetrazol
del grupo Il (137 genes) y la transcripcién glotalcélulas sésiles con el mismo inductor
del grupo Il (10 genes) se determin6 que los ges@smidos corresponderan a valores de
expresion (definidos por el 19§ erazo) > 1,0 y< -1,0 para los genes sobre-expresados
en ambos grupos.

Los resultados obtenidos al realizar la comparacgmscripcional entre los grupos I
y lll indicaron que 2 genes presentan cambios amsl en sus niveles de ARNm en ambos
grupos (Fig. 53). Los genes AFE_0030 (proteinatBtpra) ygfa se encuentran reprimidos
en células sésiles con tetrazol (grupo 1) y tadnken células planctonicas tratadas con esta
misma molécula (grupo Il). Ambos genes presentamismo patron de represion en los
dos grupos, lo que indica que podrian estar regampor tetrazol (6 el sistema QS) en

ambos tipos celulares.

Comparacion entre la transcripcion global de los gupos I, 11y 111

Al comparar los resultados transcripcionales deglopos |, 1l y 1ll se observo que
so6lo el gergfa es comun y presenta una expresion diferencial ®trés grupos (Fig. 54).
El gen gfa, de acuerdo a los anadlisis de las comparacionevi@es, se encuentra
reprimido en células planctonicas y sésiles corazet, grupo Il y Ill respectivamente,
mientras que en el grupo | se encuentra sobre-sxgoeen células sésiles con tetrazol. Esto
sugiere que este gen podria estar regulado de fordegpendiente al sistema QS y los
cambios de sus niveles de ARNm podrian variar segutipo celular (plancténicas o
sésiles) en el que se estudie.
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Genes regulados por QS comunes
en ambos tipos celulares

Grupo 11l —— Grupoll .
sésil cony sin tetrazol Plancténicas cony sin tetrazol
(10 genes) (137 genes)

8 genes ' 135 genes
regulados i | regulados
por QS por QS

. Genes reprimidos con tetrazol

Figura 53. Resultado del analisis de la transcripén de genes al comparar los
resultados transcripcionales de los grupos Il y Il Un total de 2 genes
(AFE_0030 ygfa) se encuentran regulados por tetrazol y presemarexpresion
diferencial en ambos grupos. Se observa que 14&sgam regulados por QS.

Grupol

Grupo lll
Sésil/Plancténicas ambas con Sésil conysintetrazol
tetrazol (486 genes) (10 genes)

9 genes
regulados
por QS

485 genes
regulados
por QS

136 genes
relacienados con
biopeliculas

Grupoll

Plancténicas cony sin tetrazol
(137 genes)

Figura 54. Resultado del analisis de la transcripoin de genes al comparar lo

resultados transcripcionales de los grupos I, Il yll. Sélo 1 gendfa) presenta
una expresion diferencial en los tres grupos.
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Conclusion de los andlisis de microarreglos de ADN

Los resultados obtenidos en los diferentes anati®ismicroarreglos de ADN
realizados para identificar los genes regulados ghosistema QS (regulén QS), y en
particular aquellos genes relacionados con la foidnade biopeliculas (especificamente

los vinculados con la sintesis de precursores &) Eicaron que:

Se identificaron 137 genes que responden al efget@rado por la molécula de
tetrazol (reguldn QS) en células planctonicas (@rup. De estos genes, 58 codifican
proteinas hipotéticas, 45 sélo presentaron dompubativos y 34 se encontraron descritos
de acuerdo a su funcion biologica. Dentro de esftdsgenes descritos, 14 estan

relacionados con la sintesis de precursores dqEB.S35).

Se identificaron 10 genes que responden al efectetthzol en células sésiles (grupo
llI). De estos genes, 4 codifican proteinas hipcdét 3 sélo presentaron dominios
putativos y 3 genes (AFE_0693fay AFE_0698) se encontraron descritos de acueslp a

funcion biologica, participando en la conversiorfaienaldehido a formato (Fig. 40).

Se identificaron 486 genes vinculados con la foréaraade biopeliculas y que
presentaron una expresion diferencial al compar#émahscripcion global de células sésiles
con tetrazol y la transcripcion global de célulptonicas con tetrazol (grupo I). De estos
genes, 145 codifican proteinas hipotéticas, 156 g@sentaron dominios putativos y 185
se encontraron descritos de acuerdo a su funcididdgita. Dentro de estos 185 genes

descritos, 16 se encontraron relacionados comiess$ de precursores de EPS (Fig. 46).
Se identificaron 145 genes pertenecientes al ragQ® (Fig. 47, 51 y 53, Anexos 1,

2, 3y 4). Dentro del regulén QS 14 genes (0,4 ¥gdaoma deAt. ferrooxidan$) estan

relacionados con la sintesis de precursores dgE§.50).
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4.3 Construccion de un mutante nulo del geafel en At. ferrooxidans para analizar
su efecto en la adherencia sobre el mineral

4.3.1 Construccion de un vector suicida medigmingenieria genética

4.3.1.1 Construccién de los vectores sdig pSMlay pSM1b

pSMla

La construccién del vector suicida pSM1la se reatiedliante la insercion del gen de
resistencia a kanamicina y de un géel trunco en el vector puC18mob (Liu y col., 2000).
Este vector se encontraba disponible en el labdoatie la Dra. Bonnefoy con la region
mob inserta. Debido a que esta regién es indispngara la movilizacion del plasmido,
lo primero que se realizé fue verificar la presandé esta region en el vector (Fig. 55).
Posteriormente, para insertar el gen de resistemdi@namicina (1.3 kb) en el vector
pUC18mob, se realizdé una digestion del plasmido 4KISS con la enzima de restriccion
Pst para escindir el gen de resistencia (Fig. 56n €sta misma enzima también se corté
el vector pUC18mob para posteriormente ligarlo ebgen de resistencia. El producto de

esta reaccion de ligacion pUC18mob Rdme verificado en geles de agarosa (Fig. 57).

La construccion del gerafel trunco (253 pb, Fig. 58A) fue obtenido por PCR vy
posteriormente se ligd en el vector pCR-Blunt-TORD producto de esta reaccion de
ligacion (pCR-Blunt-TOP@afel) se introdujo en células quimiocompetentes JM189 d
E. coli para su replicacion. Para escindir el gégl trunco se realizé una digestion con la
enzima de restriccioBcoR| (Fig. 58B). Finalmente, se corté el plasmido di8@ob Kaf
con la enzimaEcdRI para ligar el gerafel trunco y obtener el vector suicida pSMla
(pUC18molhafel Kar, Fig. 59).
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Region mob
BamHl —— (1.6kb)

Region mob
(1.6 kb)

Figura 55. Verificacion de la presencia de la regitomob (1.6 kb) en el vector pUC18 (2.6 kb).
A, mapa del plasmido y sitios de insercion de ladregnob.B, se realizé una digestion con la
enzima de restricci6BarHI a un clon positivo (1).

—
Digestioncon s KanR

Kan®
(1.3kb)

Figura 56. Obtencién del gen de resistencia a kanamicina deséé plasmido pUC4KISE. A,
para escindir el gen de resistencia a kanamicinaeakzd una digestion con la enzima de
restriccionPst. B, pUC4KISS sin digerir (1) y plasmido pUC4KISS dige (2).
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pstt ——> Kan® (1.3kb)

region mob
Kan®
(1.3kb)

Figura 57. Verificacion de la insercién del gen de resistencia kanamicina en el vecto
pUC18mob. A, mapa del plasmido pUC18mob vy sitio de inserciéhgdn de kanamicin®, para
verificar la insercion del gen de resistencia aakaicina se realizé una digestién con la enzima de
restriccionPst a los clones positivod,, vector pUC18mob sin digeriz, pUC18mob digerido con
Pst. 3y 5 clones positivos sin digerir,4yy 6 clones positivos digeridos c&st.

A =
/" pCR- Blunt Il aafel
TOPO ] S
=, - Digestion con EcoRI
—
EcoRlI A afel EcoRI
B C
3000 pb
A afel
S e BT —
- (253 pb)

Figura 58. Verificacion y obtencion del gerafel trunco desde el vector pCR-Blunt Il TOPO.
A, mapa del vector pCR-Blunt Il TOPO (3519 pb). Resaindir la construccion trunca del gifel
(253 pb) obtenida por PCR desde el vector de cl@mam pCR-Blunt-TOPO, se realizé una
digestién con la enzima de restricciBnoRl. B, PCR con ADN gendmico dat. ferrooxidan$ y
los partidores AFEI11 y AFEI22 para construir eh dauncoafel. C, digestion corEcadRl en tres
clones positivos de pCR-Blunt-TOR@¥el, ctrl, pCR-Blunt-TOP@afel sin diregir. (+) y (-) son
controles positivo y negativo del PCR respectivamen
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/ pami i —> Kanf {1.3“’}

O umonwse 5 Regionmob
\ (1.6kb)

Regiénmob 1.6kb)
CORI (451) afOI' 53b
¥  Kan(13Kb)
MBI orl
Adel

— [ st

Figura 59. Verificacion de la construccion del vear suicida pSM1a (pUC18molhafel Kan).
A, mapa del vector pSM18, para verificar la presencia de la region molgesl de resistencia a
kanamicina y el gen truncafel, se realizaron tres digestiones cBanHl, Pst y EcadRl
respectivamente a un clon positivo de pSM1@SM1a (5,8 kb)2, pSM1la digerido coBanHl, 3,
pSM1la digerido coRst y 4, pSM1a digerido coicadrl.
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pSM1b

La construccion del vector suicida pSM1b se reatiEgiante la insercion de: i) el
gen de resistencia a kanamicina (2 kb) flanqueaatolgs extremos N-terminal y C-
terminal del gerafel (Aafel) y ii) de la regidon mob (1.6 kb) en el plasmidau@&cript (BS).
Para construir el fragmento correspondiente al dgeiKkanamicina flanqueado pAafel,
primero se obtuvo mediante PCR la amplificaciomodeextremos N-terminal y C-terminal
del genafel, denominadas regiones N y C respectivamente @&y. Posteriormente, se
procedio a insertar estas dos regiones en el plasBiS a través de sitios de restriccion
especificos existentes tanto en el plasmido conlasemismas regiones N y C, tal como se
describe en materiales y métodos (pag. 53, Figl87% 61). Finalmente, se efectué una
digestion del plasmido Bfafel con la enzimaHindlll y BanHI para insertar el gen de
resistencia a kanamicina y la region mob respeackrde. Asi, se logro obtener el vector
suicida pSM1b (BSmdkafel::Kan) (Fig. 62). De esta forma, se esperaba querlafel
mediante una doble recombinacion homéloga fuesazcdp interrumpir el gen silvestre

afel (Fig. 16, Materiales y Métodos).

4.3.2 Intento de obtencién del mutantafel enAt. ferrooxidans

Los primeros experimentos de conjugacion se reaalizatilizando el vector suicida
pSMla en la cepa S17.1 #e coli, la cual se usé como cepa dadora. En tanto, la dep
At. ferrooxidans se utiliz6 como cepa receptora. Todos los expetiosefueron efectuados
en medio DOP sdlido de conjugacion (medio de “ngg}im un pH 4,5 y 5,2. Ademas, se
realizaron distintos tiempos de conjugacion (deS3ddas) y distintas proporciones de cepa

dadora y receptora (1:1, 1:2 y 2:1).
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A 1 2 3 4 5 B
CrEEmam-

5000 bp 5000 bp

2000 bp 2000 bp

850 bp
850 bp
400 bp
400 bp

Figura 60. Verificacién de la insercion de la region N y C erel plasmido BS. Par:
confirmar la presencia de las regiones N (A) y CB plasmido BS se realizé una reaccion de
PCR con los oligos AFEIN1 y AFEIN2 para la regiory hs oligos AFEIC1 y AFEIC2 para la
region C. Carrilles 1 y 2, clones negativos panetaon N; 3, clon positivo del fragmento N y
4, control positivo del PCR. Carriles 6 y 7 clopesitivos para la region C; 8 control positivo
del PCR. Carriles 5 y 9 son controles negativos.
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A
BSAafel
Kpnl Hindill
B C
i 2 3
5000 pb 5000 pb
2000 pb 2000 pb
850 pb 850 pb
400 pb 400 pb

Figura 61. Verificacion de la construccién del geirunco Aafel (regién N-C) en el plasmido
BS. A, mapa del plasmido Bfel. B, digestidon con la enzim&pnl y BanHI para escindir y
comprobar la correcta construccién del gen truftafel correspondiente a las regiones Ny C
[1.1kb] en dos clones positivos (carriles 1 y 2). DiggsconHindlll del plasmido BAafel (4 kb)
control positivo de digestion (carril 3J, PCR para amplificar la region N-C de los clonesifivos
antes mencionados (carriles 1 y 2). Controles ipogite la regién N (3) y negativo (dgl PCR.
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A
pSM1b
7685 ph BamHI
EBamHl
Kpnl *
Hindlll Hindlll
EcoRl
B C
5000 pb Aafel
5000 pb il
2000 pb mob Kan
2000 pb
Kan
Kan
850 pb
Aafel
+
400 pb

Kan

NyC

Regiones

Figura 62. Verificacion de la construccion del vecr suicida pSM1b (Bluescript
mobAafel::Kan). A, mapa del vector suicida pSM1B, para verificar la presencia del gen de
resistencia a kanamicina flanqueado por el genctrafel (3127 pb), el gen de resistencia a
kanamicina (2014 pb) y la region mob (1600 pb) treudigestiones fueron realizadas para un clon
positivo. 1,Kpnl y Ecdrl; 2, Hindlll; 3, BarHI. C, PCR para verificar la presencia del gen de
resistencia a kanamicina (1), del gen de resisiemdéianamicina flanqueado por el gen truafe
(2), del fragmento de 570 pb N-terminal afel (3) y del fragmento de 543 pb C-terminal afel

(4).
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Finalmente, la recuperacién de cada experimentoodgigacion se incubd en medio
DOP sdélido (con FeS{al 0.2 %) y liquido (con azufre en polvo) con iy kanamicina (100
y 200 pg/ml) durante 10 a 15 dias. Al no obtensultados al utilizar el vector pSM1a, se

utilizé el mismo esquema experimental con el vestacida pSM1b.

Los resultados obtenidos en los experimentos dgugacion utilizando el vector
pSM1b estan descritos en la Tabla 12. Se obtuvieiorocolonias resistentes a kanamicina
(100 y 200 pg/ml) a los tres y cinco dias de incidraen las placas de conjugacion. Las
microcolonias fueron muy pequefas. No fue posibl&igar por PCR la presencia del gen
afel deleteado 6 interrumpido en ninguna de ellasizZdtido la misma técnica se intentd
verificar la presencia del gen de kanamicina enmi@&socolonias obtenidas, pero no se
obtuvieron resultados positivos. En forma paralae, realizdé la replicacion de estas
microcolonias en nuevas placas de medio sélido guétivos de medio liquido DOP con y
sin kanamicina para descartar la posible degradadel antibidtico ¢ la aparicion de
mutantes espontaneas resistentes a kanamicinan®argo, no se observd crecimiento
celular en ninguno de los medios (liquido y solidegto puede explicarse debido a que las
microcolonias obtenidas murieron durante su cresmito, razon por la cual presentaron un
pequefio tamafio y por lo que no crecieron cuandmrueeplicadas en medio solido y
liquido. Por otro lado, se descarté que las midootas obtenidas correspondieran al
crecimiento de microcolonias de la cepa dadoreéEdeoli debido a que el medio de
conjugacion al no ser idoneo para su desarrolldripdaber retardado su crecimiento. Para
ello se realiz6 una nueva replicacion de las mamgas resistenes a kanamicina en placas

de agar LB (medio idéneo para el crecimientddeoli) y no se observo crecimiento.

No se obtuvieron resultados positivos al recupesaconjugantes en medio liquido en

ninguna condicion.
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Tabla 12.Resultados de los experimentos de conjugacién logector pSM1b.

Tiempo de conjugacion

3dias 5 dias
Proporciéncepa ., . Kanamicina
dadora/receptora Recuperacién / 30°C (pg/ml) N° de colonias  N°decolonias N°decolonias N° de colonias
resistentes resistentes resistentes resistentes
(pPH4,5) (pPH5,2) (pH4,5) (pH5,2)
100 96 2 6 0
1:1 Medio salido
200 0 0 1 0
. 100 453 7 251 5
2:1 Medio salido
200 0 1 15 0
c 100 75 0 0 3
1:2 Medio salido
200 0 0 0 0

136



Resultados
4.4 ldentificacion del sitio de unién de AfeR en laegion reguladora del gerafel

4.4.1 Construccion de un vector de expresion paraféR

La construccion del vector de expresion para AfeReslizo en el plasmido pET21
debido a que dicho plasmido contiene un promotertéu(T7) inducible y una region que
codifica un Hisetag al término de su sitio de nuldthamiento. De esta forma, al insertar el
genafeRmediante los sitios de restricciétindlll y Xhd en el sitio de multiclonamiento,
dicho gen al expresarse generard una proteina édaRina cola de histidina que ayudara a
la purificacion. El fragmento de ADN correspondesal gen dexfeRse obtuvo mediante
una reaccion de PCR con los partidores AFERC1 yREE (Tabla 7, pag. 62), los cuales
permitieron obtener la amplificacion de dicho gemdueado con los sitios de restriccion
Hindlll y Xhad. Para verificar la correcta insercion del gdaRen el plasmido pET21 se

efectud una reaccion de PCR con los partidoregittesen la Tabla 7 (Fig. 19 y 63).

4.4.2 Expresion y purificacion de AfeR

El plasmido pET2HfeR fue insertado en la cepa Rosetta (DE3)/pLysEdeoli
debido a que esta cepa contiene el fago lisogénib&3 que expresa el gen de la ARN
polimerasa del fago T7, el cual se encuentra dagor@rol del promototacUV5y puede

ser inducido con IPTG. De esta manera, fue posildigcir la expresion de AfeR.

Las condiciones de expresion y purificacion de A&fan descritas en materiales y
métodos. En el proceso de purificacion, la muedtraAfeR fue cargada en una columna
HisTrap™ Talor® crude (cobalto) y fue eluida con distintas conemitnes de imidazol,
obteniéndose 5 fracciones (F5, F50, F150, F250 Q0 Féorresponden a las fracciones
eluidas con 5, 50, 150, 250 y 500 mM de imidaz@peetivamente). Se midio la
concentracion de proteinas en cada fraccion y sereb que sélo las fracciones F50 y
F150 contenian una concentracion de proteinas adaquara los siguientes analisis. Para

verificar la presencia de AfeR en las fraccione8 ¥5150, se realizaron analisisediante
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His®|
tag T/-ter
AFER11

/AFERZZ petT?7
. AL

s |
AFERC2
/8 AFERC1 ‘ﬂ;\
s B
| pET-21 211 <«—afeR (747 pb)
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Figura 63. Verificacion de la correcta insercion del gerafek en el plasmido pET21A, mapa
del vector pET2HfeR B, PCR utilizando los partidore$; petT7 - T7 ter (inserto completo, 966
pb); 2, petT7 - AFER11 (598 pbB, AFER22 - T7ter (590 pb}, AFER11 - AFER22 (control
positivo, 222 pb) ¥, AFERC1 - AFERC2dfeR).
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SDS-PAGE y Western Blot con anticuerpos anti @idg Ambas fracciones (F50 y F150)
contenian una proteina con un peso molecular simdb de AfeR (27 kDa

aproximadamente) reconocida por los anticuerpadasitag (Fig. 64).

Los resultados obtenidos indican que se obtuvortdeima AfeR parcialmente
purificada debido a que se observaron varias baaldeesalizar un SDS-PAGE, mientras
que en la fraccion F50 se observan tres bandatadascpor Western blot, lo que sugiere
gue hubo una degradacion desde epdminal (Fig. 64). Sin embargo, la fraccién F150
presentd soOlo una banda correspondiente al tamadioredjulador transcripcional
(Fig. 64B). Para comprobar la obtencion de AfeR en lastaepurificada, se utilizo la
banda que coincide con el tamafio de AfeR obtemda gel de acrilamida de la fraccion
F150 para secuenciarla (Fig. 64A). Los analisis seuenciacion (MALDI-TOF)

confirmaron la presencia de AfeR en la fraccion=15

4.4.3 Identificacion mediante un ensayo de cambiocedmovilidad electroforética
(“Electrophoretic Mobility Shift Assays” - EMSA) de la secuencia de ADN donde se
une AfeR

Para identificar el sitio de unién de AfeR en elgma deAt. ferrooxidan$, se utiliz6
la técnica de EMSA para analizar las interacciomeise AfeR-acido nucleico. De esta
forma, cuando AfeR se acople a una regién de ADdVqaar4d un cambio en el peso
molecular de esta region, lo cual modificara suacafad de migracion en un gel de
electroforesis permitiendo su identificacién. Urez \conocida dicha secuencia de ADN,
sera posible mediante analisis bioinforméticos tiflear otros genes que presenten la

misma secuencia y sean regulados por AfeR.
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A) F50 F150 B)

34kDa

AfeR__3

16kDa
16kDa

Figura 64. SDS-PAGE de la purificacion parcial de AfeR.A, Tincién con azul de oomassieB,
Western blot (immunodeteccién) con anticuerpos @liHisetag. El tamafio tedrico de AfeR es de
27,530 kDa.
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En los experimentos de EMSA se analizé la uniAfeé® en la region reguladora del
genafel, puesto que dicho gen participa en el sistema @Sgncuentra sobre-expresado al
inducir dicho sistema (Fig. 30 y Anexo 4). Los smesade EMSA se realizaron con 2,3 ng
de un fragmento de ADN (360 pb, Fig. 65) corresjpameé a la region reguladora del gen
afel y distintas concentraciones de la proteina Afe&djplmente purificada, F150) para
identificar la concentracion de proteina necespaga lograr el efecto de retardo del
fragmento de ADN. Una vez conocida la concentradi@émroteina idénea para realizar los
experimentos de EMSA, se procedié a ejecutar uayende competicion de ADN para

verificar la especificidad de union entre AfeR yragmento de ADN.

Los resultados indicaron que AfeR es capaz deaialrfragmento de ADN de 360 pb
correspondiente a la regién reguladora afel. En adicion, se determiné que una
concentracion de proteina de 1,3 pM es suficieata generar un retardo en la migracion
del fragmento de ADN estudiado (Fig. 66). Por d&do, se observd que AfeR no es capaz
de unirse al fragmento interno del gea de Thiomonas arsenitoxydansse verificO que
éste regulador transcripcional es capaz de ungpsec#dicamente al fragmento de ADN de la
region reguladora dafel debido a que al realizar el ensayo de competid®rADN se
observd una disminucion del retardo del fragmeroA®N marcado (marcaje con Cyb5,
Materiales y Métodos) al utilizar distintas concaatones del mismo fragmento no marcado
(Fig. 67).
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CCATATCATGGATACGATATCTITCGACAAGCTCTCAACCTTGACAGCTTGTCAGA AACCGGCEEGEE
-31
CTGGCTAGATTCGCTTTCAT AGACARACTCTATGAGGAT GACGAGAT GCAGETTATARCCGEGECC

1+—= 1+

AGCTGAAGTTTTACCGAATAATCTGTATGC GRAAGGTGEGCCEECTACCGACATCAAGTCTTTETC 3
CATACGCTTCCRACCEGECCGEATG-CYD

AFEI-"EE+C)'S

Figura 65. Secuencia de ADN de la region reguladordel genafel utilizada en los ensayos de

“Electrophoretic Mobility Shift Assay”. La secuencia de ADN (360 pb) utilizada en los

ensay

de EMSA se obtuvo por PCR usando los oligos AFEYNAFEI/E2+Cy5. Se observa que dicha
secuencia contiene las secuencias palindrémicasetSris) de la regién reguladora del géel

(cajasafe) y una region correspondiente al extremo 3' del @#3. Se indican los sitios de

inicio

de la transcripcion (1+) del garfel, en rojo el sitio de término de la traduccionghorf3 (TGA)

y el de inicio del geafel.
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Al s o 01 03 05 08 1 13 15 2 B 1 2 3

Figura 6€. Uniobn de AfeR a la regién reguladora del gerafel. A, EMSA con distinta:
concentraciones de AfeR y el fragmento de ADN (&3 de la regién reguladora del geiel.
Control negativo (a) corresponde a una region d&lARD3 ng) del gemrs que codifica el rRNA
16S deThiomonas arsenitoxydans 2 uM de AfeR.B, EMSA para verificar el resultado
obtenido en el gel A. 1, control negativo como a)) g, fragmento de ADN; 3, fragmento de
ADN + 2 uM de AfeR.

\ L“JL"‘L.J

Figura 67. “Electrophoretic Mobility Shift Assay” para verificar la

especificidad de unién de AfeR en la region regulada del gen
afel. Todos los ensayos se realizaron con 2 uM de AfgEepmo el
carril 1. Los ensayos se realizaron como sidye2,3 ng de ADN
marcado sin AfeR2, 2,3 ng de ADN marcado con 2 uM de AfeR;
2,3 ng de ADN marcado + 2,3 ng de ADN no marcat®,3 ng de
ADN marcado + 6,9 ng de ADN no marcady; 2,3 ng de ADN
marcado + 23 ng de AL no marcadt
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5. DISCUSION

En el proceso de biolixiviacion, la mayor parte lde bacterias que pertenecen al
consorcio biominero utilizan como sustrato enecgétel hierro y el azufre que se
encuentran en los sulfuros metalicos (Rawlings p0Qa energia utilizada por estos
microorganismos es obtenida mediante la solubitirade los sulfuros metélicos producto
del ataque quimico que realiza el i6n férrico®{Fg los protones sobre los minerales (Sand
y col., 2001; Rawlings, 2002; Rohwerder y col., 20(Para aumentar la eficiencia en la
obtencion de energia, los microorganismos debeerisih a la superficie del mineral, para
lo cual deben producir SPE e iniciar el procesdodmacion de biopeliculas (Sand y col,
2006).

En distintas bacterias, el QS se encuentra reladmncon diferentes procesos
metabdlicos, siendo la formacién de biopeliculas dm ellos (Karatan y Watnick, 2009). En
nuestra bacteria modekt. ferrooxidansATCC 23270 se ha caracterizado la presencia de
un sistema QS tipo Al-1 funcional y la presencialdeerminadas AHLs (Farah y col., 2005;
Rivas y col.,, 2005). Esta informacion, nos permiti@efiar y desarrollar una serie de
estrategias experimentales [ensayos de adherenmegarreglos de ADN y ensayos de
cambio de movilidad electroforética (EMSA)] corfialde dilucidar el efecto biolégico que
generan las AHLs en cultivos d&. ferrooxidanS, especificamente en la capacidad de

adherencia sobre sustrato mineral.

Ensayos de adherenciaPara determinar la regulacion de la formacion mgddiculas,
ensayos de adherencia sobre cupones de azufrenfdesarrollados con el objetivo de
identificar el rol biolégico de cada anélogo silt@tde AHL analizado, en particular
aquellos que generan un efecto positivo sobre laeradcia a sustrato mineral de
At.ferrooxidans. En los experimentos de adherencia se gener6 bieate artificial donde
el sistema QS se encuentra inducido, puesto queutiatar en los cultivos de
At. ferrooxidang un anélogo sintético de AHL capaz de unirse allgstpr transcripcional

AfeR se induce la formacion del complejo AfeR-AHliegestimula la expresion o represion
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de genes pertenecientes al regulon QS (Fig. 3, ¥8g.En cada ensayo de adherencia se
utilizaron cultivos deAt. ferrooxidan$ que contenian una concentracion de AHLs de 5 uM
y se observé mediante microscopia de fluorescéa@dherencia celular sobre los cupones

de azufre a distintos tiempos de incubacion.

Con las condiciones experimentales antes descutaslos primeros ensayos de
adherencia sobre los cupones de azufre observangokasg moléculas sintéticas OH-C12-
AHL y OH-C14-AHL no afectan el crecimiento d¢. ferrooxidan$ (Fig. 22, pag. 69) y
favorecen la adherencia de esta bacteria sobrifmmes de azufre (Fig. 21, pag. 68). Estos
resultados han sido publicados, asi como el efdetona mezcla de AHL (C14-AHL, OH-
C14-AHL y oxo0-C14-AHL) en la formacion de biopelias sobre cupones de azufre y pirita
(Gonzalez y col., 2013). Por otro lado, estos tadok revelaron que el efecto positivo de la
adherencia celular sobre los cupones de azufrésddeva nivel fenotipico desde el tercer
dia de crecimiento e incubacion con OH-C12-AHL o-OH4-AHL a diferencia del control
biodtico sin AHL exdgena que se observo desde ehtquilia (Fig. 23, pag. 70). Esta
observacion es apoyada por lo descrit&eminia carotovoray Yersinia pseudotuberculosis
donde la concentracion de AHL incrementa desdada éxponencial llegando a su maximo
en la fase estacionaria temprana (Yates y col2;2Bgers y col., 2002).

Para determinar el efecto de otros analogos singtde AHL descritos como
activadores o inhibidores del sistema QS se realizauevos ensayos de adherencia sobre
cupones de azufre. Los analogos imidazolium y zetréueron utilizados (Fig. 26 y 27,
respectivamente, pags. 73 y 74). Sabbah y col.2j28émostraron mediante ensayos de
bioluminiscencia que las moléculas de tetrazol poseen una cadena alkil corta como
grupo radical actian como inductores del sistemaER®t. ferrooxidan$ el tetrazol fue la
molécula que mejor respuesta generd en la adhareakilar sobre los cupones de azufre,
generando una mayor adherencia que la inducid®pe€14-AHL durante el tercer dia de
incubacion (Fig. 27 y 28, pags. 74y 76).
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Otros ensayos de adherencia fueron realizadosl @réal®go sintético imidazolium, el
cual generé una inhibicion del crecimientoAteferrooxidan5 (Fig. 24, pag. 72) y a su vez
una disminucién significativa en la adherencia ska dacteria sobre los cupones de azufre
(Fig. 26, pag. 73), principalmente en los dias53de incubacion de los cultivos. Este hecho
coincide con lo descrito por des Essarts y coll82@uienes identificaron que la molécula
29-L-C03 (anélogo estructural del imidazolium) actiomo un inhibidor del sistema QS a
una concentracion de 25 uM y no afecta el crecitoieelular dePectobacteriumEstos
autores describieron que el efecto de inhibicidrsd¢ema QS provocado por las moléculas
gue presentan una estructura similar a imidazo{(R@n_-C03, 29-L-B02, 29-L-A11 y 29-L-
A06) depende de la concentracion de molécula y addase de crecimiento celular,
concluyendo que estas moléculas sélo exhiben unadac de inhibicién del sistema QS en

Pectobacteriuntuando se utilizan concentraciones sub-letales.

Todos los resultados descritos permitieron conaue el sistema QS de tipo Al-1
tiene un papel en la regulacion de la adherendigessustrato mineral y por ende en la
formacién de biopeliculas eft. ferrooxidanS. Debido a ésto, es de gran interés realizar
nuevos estudios para identificar un analogo soté&gue actle como inhibidor del sistema
QS y que no afecte el crecimientoAle ferrooxidanS. De esta forma, seria posible obtener
este sistema en sus dos condiciones (estimulagpronido), lo cual permitiria estudiar y

comparar los resultados de mejor manera.

Ensayos de qRT-PCR.os experimentos de qRT-PCR se desarrollaron cabjetivo de
identificar en qué tiempo de la curva de crecintateAt. ferrooxidan$ podrian analizarse
los niveles de transcripcién de los genes que coreo el regulén QS dét. ferrooxidan$

en presencia de un analogo sintético que estimlistema QS. Para ello, en presencia de
las moléculas OH-C14-AHL vy tetrazol se analiz6 raatk qRT-PCR los niveles de
transcripcion del geafel debido a que este gen codifica para la AHL sintagaparticipa

en el sistema QS descrito &h ferrooxidanS y que su expresion se encuentra regulada por

dicho sistema (Rivas y col., 2005).
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Los experimentos se realizaron con ARN total delaslplanctonicas obtenidos en
distintos tiempos de incubacion. Se observo qugealafel presenta un aumento de los
niveles de ARNm inducido por la molécula OH-C14-AHlesde las 48 horas post-
induccion (Fig. 29, pag. 79). En los resultadogqrazres descritos (Figura 30, pag. 81), el
analogo sintético tetrazol, el cual provoca un megfecto sobre la adherencia de
At.ferrooxidand que OH-C14-AHL, induce un aumento significativo lds niveles de
ARNmM del genafel al tercer dia post-induccion. Otros andlisis d&-§fCR realizados con
ARN total de células sésiles dt. ferrooxidanS crecidas con tetrazol en condiciones
similares a los experimentos en las células plamad (Anexo 7), revelaron que el geel
se encuentra sobre-expresado en el tercer dia aldbacon con tetrazol, lo cual se

correlaciona con los resultados obtenidos en Isayers de adherencia.

En conclusién podemos mencionar que al inducirlagldeAt. ferrooxidan5 con un
analogo exdgeno, tal como tetrazol, la expresidafdieaumenta significativamente durante
el tercer dia post-induccion con tetrazol, lo auadiere que la transcripcion del regulon QS

deberia ser efectiva.

Microarreglos de ADN Para determinar la contribucién del sistema Q8esta expresion
de los genes dat. ferrooxidan$ se realizaron experimentos de microarreglos de ADN
donde se utilizaron muestras de ARN total extragtagl inicio de la fase exponencial de
crecimiento de células planctonicas y sésiles des teultivos independientes de
At.ferrooxidand con y sin tetrazol. Esta molécula fue seleccionedimo un anélogo
sintético que genera un aumento en los nivelesRig¢m del gerafel e induce la adherencia
de At. ferrooxidan§ sobre los cupones de azufre. Los andlisis delstragsioma de
At. ferrooxidans fueron realizados de acuerdo a tres tipos dedaibiones; i) ARN total de
células sésiles versus el ARN total de célulasgvfaricas, ambas con tetrazol (hibridacion
del grupo 1), ii) ARN total de células plancténicam y sin tetrazol (hibridacion del grupo

I) y iii) ARN total de células sésiles con y setriazol (hibridacion del grupo III).

147



Discusion

Los resultados del andlisis del transcriptoma\teferrooxidans obtenidos mediante
la técnica de microarreglos de ADN indicaron queahparar la expresion global de los
genes de células sésiles contra la expresion gitebedlulas planctdénicas ambas con tetrazol
(grupo 1), 486 genes presentan una diferenciafggtiva en sus niveles de ARNm (15,4%
del total de genes d&. ferrooxidanS, anexos 5 y 6). Esto indicé que 486 genes se sxpre
diferencialmente en células sésiles y podrian elétacta o indirectamente relacionados con
la formacion de biopeliculas. De estos genes, ddisponden a proteinas hipotéticas, 156
s6lo presentan un dominio putativo y 185 genessaemntran descritos en la base de datos
KEGG de acuerdo a la accion que desarrollan ygieath en 67 sistemas metabdlicos (Fig.
43, pag. 100).

Por otro lado, al comparar la expresion globalodegenes de células planctonicas con
y sin tetrazol (grupo Il) se observaron 137 genes gpseen una diferencia significativa en
sus niveles de ARNm en presencia de tetrazol (4i@%otal de genes d&. ferrooxidan$,
anexos 1 y 2). Esto indicO que 137 genes son regsili@or el sistema QS en células
plancténicas con tetrazol. De éstos genes, 58 sgnelen a genes que codifican proteinas
hipotéticas, 45 genes soélo presentan un dominiatigaty 34 tienen una funcion biolégica
descrita segun la base de datos KEGG (Fig. 34, ®8y. Finalmente, al comparar la
expresion global de los genes de células sésitey s tetrazol (grupo lll) se identificaron
solamente 10 genes que presentan una diferencidicggva en sus niveles de ARNm en
presencia de tetrazol (0,3% del total de genetdeerrooxidan$, anexos 3 y 4). De éstos,
4 genes codifican proteinas hipotéticas, 3 sOlegum@an un dominio putativo y 3 genes

poseen una funcion biologica descrita (Fig. 38, P4y

Los resultados del grupo Il y Il sugieren que edtazol induce un cambio en los
niveles de ARNm de algunos genes en células ségilelancténicas, provocando este
cambio en un mayor nimero de genes en célulastptacas. Esto puede explicarse debido
a que tetrazol induce el sistema QS y en célulafeséeste sistema se encuentra ya

estimulado. De acuerdo a esto, el tetrazol provaear cambio en los niveles de ARNm de
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pocos genes en ceélulas sésiles, tal como se obakmmaalizar los resultados en células

sésiles con y sin tetrazol.

Andlisis de resultados de la transcripcion global € los genes de células sésiles y

plancténicas, ambas con tetrazol (grupo I)

Los resultados obtenidos al comparar la expreslohayj de los genes de células
sésiles y planctdnicas, ambas con tetrazol (grypadicaron que 486 genes presentan una
diferencia significativa en sus niveles de ARNmceéfulas sésiles. De estos genes, 185 se
encuentran descritos de acuerdo a la accion querdiasn segun la clasificacion KEGG.
Gran parte de estos 185 genes participan en elbolst@o del carbono, la estructura
ribosomal y conversién y produccion de energia. dgaerdo a lo anterior, 33 genes
participan en el metabolismo del carbono, de l@desul7 se encuentran reprimidos (Anexo
6) y 16 sobre-expresados en células sésiles caarakt(Anexo 5). Los genes reprimidos
inhiben el consumo de piruvato, la sintesis denaggl consumo de ribulosa-5P vy la sintesis
de la coenzima M y B (Fig. 45, pag. 105), mientcae los genes sobre-expresados
favorecen el consumo de formaldehido, la sintesidractosa-1,6-bisfosfato, sintesis de
piruvato y sintesis de ribulosa-5P. Estos resutaimieren que en las células sésiles con
tetrazol se favorece la sintesis de ciertos cadoatis como ribulosa-5P y fructosa-1,6-

bisfosfato que son utilizados como sustratos asdntesis de glucosa-1P.

En la estructura del ribosoma participan 28 gemessg encuentran reprimidos en las
células sésiles, mientras que en la biogénesisaibal solo hay un gen reprimido (Anexo
6). Estos resultados sugieren que la sintesis oleipas podria estar siendo afectada en

células sésiles con tetrazol, lo cual podria deeveuna tasa de crecimiento menor
Los genes vinculados con la conversion y producd@energia son 26, de los cuales

23 se encuentran reprimidos y 3 sobre-expresadasglelas sésiles con tetrazol. Dentro de

los genes reprimidos, la mayor parte de ellos @pan en la conformacion del complejo

149



Discusion

multienzimatico NADH deshidrogenasa (AFE_2411 y AE&18-2630) y en el complejo
ATP sintasa (AFE_3202-3209), mientras que el gek AD86 que participa en la salida de
protones se encuentra sobre-expresado. Estosadissibugieren que en células sésiles con
tetrazol la transferencia de electrones a travésa®plejo NADH deshidrogenasa vy la
sintesis de ATP mediante la ATP sintasa se enareirthibidas. Van Acker y col. (2013)
demostraron mediante un analisis transcripcionalambio considerable en la expresion de
genes de células sésiles Barkholderia cenocepacid2315 tratadas con altas dosis de
tobramicina, indicando particularmente que los geflBCAL0030-0037) que codifican el
complejo F; ATP sintasa y los genes (BCAL2331-2343) que codlifi el complejo
NADH deshidrogenasa se encuentran reprimidos. hidicion de NADH deshidrogenasa y
la formacion del complejo ATPasa podria evitardarfacion de ROS y por lo tanto del

estrés oxidativo.

Dentro de los 185 genes que presentan una funadglra descritos en el grupo |
(comparacion de la expresion global de genes ddasétésiles y plancténicas ambas con
tetrazol) existen 16 genes que se encuentran sakads con la sintesis de glucosa-1P (Fig.
46, pag. 107). El 50% de estos genes estan sopresaxios en células sésiles con tetrazol,
favoreciendo la sintesis de fructosa-6P, glucosg-@lBcosa-1P principalmente. En cambio,
el otro 50% esta reprimido inhibiendo el consumdodesustratos que participan en la via de

sintesis de la fructosa-6P, glucosa-6P y glucosa-1P

Por otro lado, los gene$pxC (AFE_0223, UDP-3-0-acil N-acetilglucosamina
deacetilasa) y AFE_2582 (proteina con dominio dhistil-fosfato fosfatasa) se encuentran
reprimidos en células sésiles con tetrazol, norisiendo la sintesis de lipopolisacaridos.
Esto puede ocurrir porque el control de la expresiél genlpxC es regulado por la
actividad de una metaloproteasa codificada porealfigH que es capaz de degradar las
deacetilasas. Existen evidencias genéticas queeattran que la actividad de esta proteasa
sobre la degradacion de deacetilasas es alteradal@iexisten reservas de la proteina
carrier acil acilada (acil-ACP) (Ogura y col., 1998n nuestras condiciones experimentales,

al agregar una concentracion exagerada de la naltasttazol en los medios de cultivos, las
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células tanto planctonicas como sésiles no requigeda sintesis de AHL enddgena, por lo
gue los sustratos SAM y acil-ACP (Fig. 4, pag. h8resarios para la sintesis de AHL
podrian acumularse. Estas reservas, particularmanite acil-ACP, pueden alterar la
actividad proteasa de FtsH lo que provocaria unaomelegradacion de la proteina
codificada por el gempxC y explicaria la represion de este gen en nuesasgltados
(Sorensen y col., 2006En relacion al gen AFE_2582, su represion puedeafectar
significativamente en la sintesis de lipopolisat@si debido a que la accion de la proteina
gue codifica este gen puede ser ejercida por pt@sinas que realizan su misma funcion
(familia HPP) o que presentan un dominio semejaataeo es el caso del gen AFE_0987,
una proteina hipotética que presenta un dominiatipot histidinol-fosfato fosfatasa similar
al del gen AFE_2582. Otra razén que puede expicezpresion del gen AFE_2582 podria
estar relacionada con la sintesis de KDO-lipidoAual es posible por al menos dos vias; i)
a partir de ribulosa-5P (Ghalambor y col., 1966)i)ya partir de UDP-N-acetil-D-
glucosamina. De acuerdo a nuestros resultados msdeamcluir que la sintesis de KDO-
lipidoA en células sésiles con tetrazol ocurre @impde ribulosa-5P debido a que en la via
de la pentosa fosfato se observo que la sinteststdemolécula es favorecida (Fig. 46, pag.
107). Esta conclusion indicaria que la sintesiKb®-lipidoA a partir de UDP-N-acetil-D-
glucosamina se encontraria inhibida, lo cual sdirroa con la represion del gdpxC,
favoreciendo la acumulaciéon de glucosa-1P y UDRaga para ser utilizadas como
precursores de EPS. Segun esta informacion y debglee la sintesis de KDO-lipidoA es
favorecida, se explica que el gen AFE_2582 se emiieeprimido en células sésiles con
tetrazol, inhibiendo la acumulacion del productoegado a partir de KDO-lipidoA (Fig. 46,
pag. 107).

Andlisis de resultados de la transcripcién global € los genes de células planctonicas

cony sin tetrazol (grupo II)

Dentro de los resultados del grupo Il (andlisislate niveles de ARNm de células

plancténicas con y sin tetrazol) un gran porcerdajéos genes que presentan un cambio de
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expresion significativa codifican proteinas hipit#s (42%, Fig. 32, pag. 85). Este resultado
se correlaciona con los observados en Wagner y(2@0.3) donde mediante experimentos
de microarreglos de ADN estudiaron la expresiomalale genes regulados por el sistema
QS en un doble mutante pdaal y rhll (PAO-JP2) en presencia y ausencia de moléculas de
acil homoserina lactonas exogenas. Ellos identditague un 34% del total de genes

analizados codifican proteinas hipotéticas.

Los 34 genes asociados a una funcion biologicaitesen el grupo Il participan o se
encuentran relacionados con 37 sistemas metabdl{gtisdlisis, gluconeogénesis,
metabolismo del carbono, biosintesis de aminoagcidestabolismo del almidon y la
sacarosa, entre otros) encontrdndose mayoritartamneprimidos. De estos 34 genes, solo
14 se encuentran relacionados con la biosintesiER& y por ende con la formacion de
biopeliculas (Fig. 35, pag. 89). La mayor parteeds genes se encuentran reprimidos y
estan vinculados con el consumo de glucosa-1P,denlos principales sustratos para la
sintesis de los precursores de EPS (Barreto y 2005). Este resultado indica que la
biosintesis de los precursores de EPS (principabngincosa-1P) se encuentra favorecida
con tetrazol en células plancténicas. De los 2@geastantes que no estan vinculados con
la sintesis de precursores de EPS, el gen AFE_@08&ina de la membrana plasmética de
salida de protones tipo P ATPasa) utiliza la hidi®lde ATP para transportar protones a
través de la membrana, los geradsF (AFE_3207, ATP sintasa FO subunidad BijpE
(AFE_3208, ATP sintasa FO subunidad GtpB (AFE_3209, ATP sintasa FO subunidad A)
participan en la translocacion de protones a trdeds membrana. Estos tres dltimos genes
(atpF, atpEy atpB) se encuentran sobre-expresados (Anexo 1), faemdde el transporte de
protones, mientras que el gen AFE_3086 se encugspranido (Anexo 2) inhibiendo la
hidrolisis de ATP. Esto sugiere que en las célplaactonicas con tetrazol la translocacion
de protones se encuentra favorecida generandouanzaf motriz que podria beneficiar el
transporte de moléculas, como AHL, a través dedmbrana citoplasmatica (Ikonomidis y
col., 2008; Varga y col., 2012). Los genes AFE_08@8-E_0809 (oxidoreductasasnhgK
(AFE_1929, nucletsido difosfato quinasa) participan el metabolismo de las purinas,

donde el gemdk se encuentra sobre-expresado y vinculado comtassd de nucledsidos
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trifosfatos (NTPs). Los NTPs podrian ser requeriglosina etapa temprana de la biosintesis
de EPS erit. ferrooxidan5 tal como ocurre eRseudomonas aeruginosmnde el GTP es
necesario para la incorporacion de mannuronatolgnato (Kapatral y col., 2000). Otra
posibilidad es que el UTP sea requerido para l@sitde polisacaridos. Esto sugiere que el
gen ndk podria favorecer la formacion de biopeliculas. Boo lado, los genelynS
(AFE_3283) yhynL (AFE_3286) codifican la subunidad pequefia y graedpectivamente
de la hidrogenasa de Ni/Fe y se encuentran repsret células planctonicas con tetrazol
(Anexo 2). Se ha descrito que la transcripcionweleis de hidrogenasas del tipo Hyp en
células sésiles se encuentra disminuida (Clark.y 2@12). Esto nos sugiere que las células
plancténicas con tetrazol presentan una coordinacainscripcional acorde al de una célula
sésil, puesto que muestran una expresion repriemidsus hidrogenasas del tipo Hyp. Los
genespstS-1(AFE_1939, proteina de unién a sustrato transportABC fosfato) ypstC-2
(AFE_1940, transportador ABC fosfato permeasa)i@pain como transportadores ABC.
Estos genes se encuentran sobre-expresados essqaéhctonicas con tetrazol y participan
en el transporte de grupos fosfatos (Anexo 1).&ddscrito que el sistema de transporte de
grupos fosfatos es de gran importancia en la fadnade biopeliculas y virulencia en
Proteus mirabilis(O"May y col., 2009). Esta informacién apoya ntesgtropuesta sobre las
células plancténicas con tetrazol que presentarcoo@inacion transcripcional acorde al de
una ceélula sésil, puesto que los genes que pamicp el transporte de grupos fosfatos se
encuentran sobre-expresados tal como ocurre etagé&@ésiles. Por ultimo, el géioD-1
(AFE_1675, detiobiotina sintetasa) se encuentraimio en ceélulas planctdnicas con
tetrazol. Este gen se encuentra relacionado coialde sintesis de detiobiotina en la cual se
consume la molécula de S-adenosil-L-metionina, ustrgto para la sintesis de AHL
(Hanzelka y Greenberg, 1996). Este gen al encaetnaprimido disminuye la sintesis de
detiobiotina, y a su vez el consumo de S-adenaosiletionina, lo cual sugiere que se estaria
favoreciendo la reserva de sustratos involucradok esintesis de AHL (Schaefer y col.,
1996; Watson y col., 2002).
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Andlisis de resultados de la transcripcion global €l los genes de células sésiles con y sin

tetrazol (grupo Il1)

En los resultados obtenidos al comparar la expregiibal de genes de células sésiles
con y sin tetrazol (grupo Ill), podemos destacas gdlo 10 genes presentan un cambio en
los niveles de ARNm con tetrazol. De estos 10 gemesobservo que los genetel
(AFE_1999, AHL sintasa) Yyrf3 (AFE_1998, proteina hipotética) que participaneén
sistema QS estan sobre-expresados en célulasssasildetrazol (Anexo 4). Este resultado
indica queafel es inducido por tetrazol y apoya nuestra hipotsise la regulacion positiva
del sistema QS mediante anélogos sintéticos de APHL. resto de los genes, sélo 3
presentan una funcion bioldgica descrita segunake e datos KEG@fa (AFE_0696,
proteina activadora de formaldehido dependientglutation), AFE_0697 [S-(hidroximetil)
glutation deshidrogenasalfghA (AFE_0698, S-formilglutation hidrolasa) participan el
metabolismo del carbono y se encuentran reprimétiosélulas sésiles con tetrazol (Anexo
3). Estos 3 genes participan en el consumo de fdehilo para la generacion de formato, y
se ha descrito que la molécula de formaldehidoréoeola formacion de biopeliculas (Ong y
col., 2006). Estos resultados sugieren que al d¢razse los genegfa, AFE_0697 yfghA
reprimidos se estaria reprimiendo el consumo dadtatehido y por ende favoreciendo la

formacion de biopeliculas en células sésiles coazel.

Comparaciones entre los grupos I, 1l y Il

Para identificar los genes que se encuentran régsifaor el sistema QS y que estarian
participando en la formacién de biopeliculas, samararon los resultados transcripcionales
obtenidos en el grupo | (comparacion de la expregiobal de células sésiles y
plancténicas, ambas con tetrazol) contra los redodt de los grupos Il (comparacion de la
expresion global de células plancténicas con ytstrazol) y Il (comparacion de la

expresion global de células sésiles con y sin ZefyaDe esta forma, se determinaron
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aquellos genes que se expresan diferencialmenteesolcélulas sésiles y se encuentran
relacionados con la formacion de biopeliculas (grpy aquellos que responden al efecto
provocado por la molécula de tetrazol y se encaantgulados por el sistema QS (grupos

Iy ).

Al comparar los resultados transcripcionales de dogpos | (comparacion de la
expresion global de células sésiles y planctonaarhas con tetrazol) y Il (comparacion de
la expresion global de células planctonicas com yedrazol) se encontraron 104 genes que
presentan el mismo patron de expresion (sobre-sagos o reprimidos) en ambos grupos
(Anexos 3, 5y 6). Esta comparacion revel6 quesesfd genes estarian participando en la
formacién de biopeliculas y se encuentran regulpdol sistema QS. De estos 104 genes,
41 corresponden a proteinas hipotéticas, 33 sélgeptan un dominio putativo y 30 genes
tienen una funcién biolégica descrita en la basdades KEGG (Fig. 49, Tabla 9y 10, pags.
113-115). De los 30 genes descritos en la basatde HEGG, el 70% de ellos participan en
el metabolismo del almidon y la sacarosa, convengiproduccion de energia, biosintesis de
aminoacidos, metabolismo del carbono, glicolisgduconeogénesis. En el metabolismo del
almidon y la sacarosa los genes AFE_1799 (protddria familia alfa-glucano fosforilasa) y
glgB (AFE_2836, proteina de ramificacion 1,4-alfa-ghmainhiben la sintesis de ADP-
glucosa (precursor de trehalosa), mientras qugdogs AFE_2081, AFE_2082 (proteinas
de la familia alfa-amilasa) y AFE_2083 (glicosarsferasa) inhiben la sintesis de trehalosa
a partir de ADP-glucosa y maltodextrina. La inhibicde la sintesis de ADP-glucosa por
parte de la accion del gen AFE_1799 involucra témba inhibicion de la sintesis de
glucosa-1P, lo cual no estaria favoreciendo laesintde precursores de EPS en células
plancténicas con tetrazol (Fig. 50, pag. 119). &mdnversion y produccion de energia el
gen AFE_3086 se encuentra reprimido en célulascfiaitas con tetrazol, mientras que los
genesatpF, atpEy atpB se encuentran sobre-expresados. Los cinco genéspgaam en la
sintesis de ATP. En la biosintesis de aminoacitigerproB-1 (AFE_2464, glutamato 5-
quinasa) se encuentra reprimido en células plaiesrcon tetrazol inhibiendo el consumo
de piruvato. En el metabolismo del carbono los geREE_0155 (proteina de la familia
fosfoglicerato mutasapyk (AFE_1801, piruvato quinasa), AFE_1802 (aldolaggnl-1
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(AFE_1815, fosfogliceromutasa), AFE_1857 (glucosdeshidrogenasa) y AFE_2024 (6-
fosfogluconato deshidrogenasa) se relacionan ceoredumo de glucosa, mientras que los
geneggfa (AFE_0696) y AFE_0697 participan en la conversiénfamaldehido a formato

y se encuentran reprimidos en células planctémcagetrazol. Por ultimo, en la glicolisis y
gluconeogenesis el gen AFE-2088 (proteina de umiominc de la familia alcohol
deshidrogenasa) se encuentra reprimido en célldastpnicas con tetrazol, mientras que el
gen AFE_2131 (aldehido deshidrogenasa de la faM#AiR) se encuentra sobre-expresado.
El gen AFE_2131 participa en la conversion revéesile acetaldehido a acetato, mientras
gue el gen AFE_2088 participa en la conversionreivie de etanol a acetaldehido. Esto
indicaria que al estar el gen AFE_2131 sobre-eadmese estaria favoreciendo la sintesis de

piruvato en células planctonicas con tetrazol (5y.pag. 119).

Estos resultados sugieren que los genes que pmaseambios significativos en sus
niveles de ARNm y que presentan un patron de eXpresmilar en los grupos |y Il se
encuentran vinculados con el metabolismo de laoglrdP. Esto sugiere que la principal
via para la sintesis de EPS en célulagtdderrooxidan$ se encontraria relacionada con el
metabolismo de glucosa-1P, puesto que en célumetphicas la mayor parte de los genes
gue contribuyen con el consumo de esta molécutasgentran reprimidos, favoreciendo la
biosintesis de los precursores de EPS (Fig. 35,88gEn cambio, en células sésiles estos
MismMos genes se encuentran sobre-expresados lmmddida sintesis de glucosa-1P que es

utilizada en la sintesis de piruvato (Fig. 44, g&ut).

La comparacion de los resultados transcripcior@dgel®s grupos | (comparacion de la
expresion global de células sésiles y planctonmaas con tetrazol) y Il (comparacion de
la expresion global de células sésiles con y siazel) indicd que seis genes presentaron un
cambio significativo en sus niveles de ARNm en asnfpupos. Sin embargo, sélo cuatro de
ellos [AFE_0707 y AFE_0709 (codifican proteinasatgticas), AFE_0710 (codifica una
proteina de unién hierro-azufrepyf3] exhibieron un patron de expresiéon similar endos
grupos, indicando que estos genes estarian regulpdo el sistema QS y estarian

participando en la formacion de biopeliculas (Tatla pag. 121). Los dos genegay
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AFE_0697) que no presentan un patron de expresidtasen ambos grupos participan en
el consumo de formaldehido para la sintesis dedmrniGoenrich y col., 2002). Se ha
descrito que el gegfa se induce bajo condiciones de estrés de formaldehique su
actividad se basa principalmente en su regulac&rstripcional (Gutheil y col., 1997). Por
otro lado, se ha desmostrado que concentraciotas dé formaldehido favorecen la
formacion de biopeliculas, mientras que concerdras superiores a 202.2 mg/L inhiben la
produccién de biomasa y generan el deterioro deoldologia de la biopelicula (Ong y col.,
2006). Sin embargo, se ha descrito un sistema dmtdeicacion de formaldehido en
Neisseria meningitidisjue favorece la formacion de biopeliculas (Chemwly, 2013). Esta
informacion y nuestros resultados sugieren queealgia podria estar regulado por un
sistema de represion del sistema QS, pues posibterse encuentra reprimido en células
sésiles con tetrazol en el grupo Il porque elat&t provocaria una disminucion de sus
niveles de ARNm que solo es posible observar cuaedcomparan los niveles de ARNm
entre células sésiles (Tabla 11, pag. 121). Essnmiefecto provocado por tetrazol es

posible observarlo en el grupo Il (Anexo 2).

La comparacion de los resultados transcripciordgdss grupos Il (comparacion de la
expresion global de células planctonicas con ytstrazol) y Il (comparacion de la
expresion global de células sésiles con y sinzefyandico que s6lo dos genes presentaron
un patrén de expresion similar, el gen AFE_003@lifecxa una proteina hipotética) gfa.
Ambos genes se encuentran reprimidos en presescigthzol en ambos grupos. Esto
apoya nuestra teoria sobre la disminucion de lesles de ARNm deyfa generada por
tetrazol. Por ultimo, al comparar los resultadesgcripcionales de los tres grupos (I, 1l 'y

1), sélo el gengfa presenta cambios significativos en sus niveleSRmM.

En resumen, y de acuerdo a lo observado en lofta@ss transcripcionales de los
grupos Il y Ill, concluimos que 145 genes conforrabregulon QS (136 genes del grupo |l
y 9 genes del grupo lll), mientras que al realilzex diferentes comparaciones entre los
resultados transcripcionales de los grupos I, llllyl08 genes presentaron cambios

significativos en sus niveles de ARNm y un patréredpresion semejante en al menos dos
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grupos. En otras palabras, nuestras condicionesriengntales permitieron identificar 108
genes pertenecen al regulén QS y estarian panaipan la formacién de biopeliculas
puesto que exhibieron una transcripcion analogadra dos condiciones donde el sistema
QS se encuentra estimulado y tienen una expresadsdripcional diferencial entre células
sésiles y planctonicas.

De acuerdo a nuestras conclusiones, seria intéegsader realizar estos experimentos
de microarreglos de ADN en un sistema donde lesiide AHL enddgena se encuentre
reprimida, como un mutante nulo para el géel en At. ferrooxidan. De esta forma, se
podrian corroborar los resultados obtenidos entesb@jo de investigacion y seria posible
revertir la carencia de AHL del mutante nulo alizar analogos sintéticos de AHLs, tal

como se realizd en este estudio.

Construccién de un mutante afel en At. ferrooxidahsPara determinar la contribucién del
sistema QS en la regulacién de la transcripciégates erht. ferrooxidan$ se contemplé

la construccion de un mutante nulo para el g que codifica Afel, una AHL sintasa
(Farah y col., 2005). Para la obtencion del mutaféd se construyd mediante ingenieria
genética el vector suicida pSM1la que es capaztdeumpir el gen silvestrafel mediante
una recombinacion homéloga con el gen truaf@ (253 pb) que posee (Fig. 13, pag. 52).
Los resultados de los experimentos de conjuga@areste vector suicida fueron negativos.
Esto puede explicarse debido a que el tamafio delrgecoafel (253 pb) utilizado es muy
pequeiio e insuficiente para lograr una recombindoinéloga que sea capaz de insertar el
vector pSMla completo en el genomaideferrooxidans.

De acuerdo a los resultados negativos anteriormel@®critos, se realizd la
construcciéon de un segundo vector suicida, el vege®&M1b (Fig 16, pag. 55), el cual
contiene dos regiones que corresponden a los frags®&\ y C-terminal del geafel que

son el doble del tamafio del gen trurafel utilizado en el vector pSMla. Aunque los
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ensayos de conjugacion realizados con el vector IiiSlglermitieron la obtencion de

microcolonias resistentes a kanamicina (Tabla 48, p36).

Para determinar el motivo por el cual no se obtovieesultados positivos, se realizo
una comparacion entre las técnicas que utilizamosuestros experimentos y las técnicas
utilizadas para la obtencion del mutateeH de At. ferrooxidan$ descritas por Yu y col.
(2014). Al realizar esta comparacion se observatonenos cuatro diferencias: i) el tamafio
del fragmento homoélogo al getfiel utilizado en nuestros estudios es mucho menoilague
fragmentos homologos utilizados en la obtencion rdetantetetH, ii) la cepa dadora,
aungue es la misma utilizada (S17Hecol) en ambos estudios, fue crecida en medio LB
(pH 7,0) y no fue adaptada al medio de cultivo CQih pH més acido (pH 4,5 0 5,2) como
en nuestros estudios, iii) el tiempo de conjugae®mayor (5 a 7 dias) en los experimentos
descritos por Yu y col. (2014) que los utilizadas posotros (3 a 5 dias), y iv) la seleccion
de los clones positivos resistentes a kanamicieaofu recuperados en 10 ml de medio
liquido Fé" sin antibiético y luego fueron cultivados en me@io con azufre y kanamicina.
En cambio, en nuestros estudios la seleccion deléoes resistentes a kanamicina fueron
plaqueados nuevamente en placas de agar DOP aorkgnamicina o cultivados en 10 ml

de medio 9K con perlas de azufre con el mismo itiito.

De las cuatro diferencias antes descritas, laspdoteras pueden ser las principales
causas por las cuales se obtuvieron resultadosiveegan la construccion del mutaratkel.
La construccion del mutantafel podria ser mas eficiente al inducir una doble
recombinacion homodloga y utilizar fragmentos horgék mas largos debido a que
proporcionarian muchas mas oportunidades para aener evento de recombinacion
(Maloy y col., 1994). Por otra parte, al adaptacépa dadora dE. coli a un medio mas
acido (pH 4,5 o 5,2) que su pH optimo (pH 7,0) mudthber provocado una leve
acidificacion intracelular, lo cual puede haberatigio interrumpido procesos bioquimicos
(Garlant-Miller y Kaspar, 1994; Chung y col., 20@fie afecten su capacidad de transferir

el vector suicida hacia la cepa dadora. Otra patal, es que el mutantafel en
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At.ferrooxidand no sea viable, aunque la obtencién de mutantessrdél gen | ha sido

descrita en otras bacterias Gram-negativas (Wagoeir, 2003; Whiteley y col., 1999).

De acuerdo a lo anterior, seria de gran interd&zaeda construccion de un mutante
afel en At. ferrooxidan5 utilizando la técnica de mutagénesis basada endanucleasa I-
Secl tal como descrito Wang y col. (2012). De dstana, se podrian realizar estudios

transcriptdmicos del mutante en presencia y auaelgcanalogos sintéticos de AHL.

Ensayos de cambio de movilidad electroforética (EA)JSPara la obtencion y purificacion
del regulador transcripcional AfeR se utilizO OH4GAHL (5 pM) para favorecer la
estabilidad y la conformacion activa del dimercAdeR como un complejo AfeR-AHL, el
cual es necesario para unirse a la secuencia de gehdromica. Zhu y Winans (1999) en
sus ensayos de EMSA analizaron la estabilidad d& TBeAgrobacterium tumefaciersn
presencia y ausencia de AHL, demostrando que &epoga de este autoinductor aumenta la

estabilidad y abundancia de TraR.

Los ensayos de EMSA fueron realizados con el olgjete identificar la secuencia de
ADN palindromica donde AfeR, en su forma dimerizaels capaz de unirse (Fig. 3, pag.
16). Los resultados obtenidos en los ensayos deAEMSelaron que el complejo AfeR-
AHL es capaz de unirse a una secuencia de ADN deB@jue contiene la secuencia de las
cajasafe predichas (ver Fig. 8 y 65, pags. 33 y 141) y dscpor Farah y col., (2005) (Fig.
66, pag. 142). Por otra parte, mediante ensaydsMi®A con esta secuencia de ADN de
360pb se identifico la concentracion minima (1,3 uM) domplejo AfeR-AHL necesaria
para observar el retardo de su migracion con ragestndiciones experimentales (Fig. 66,
pag. 142). Ademas, se verifico la especificidadudén de AfeR-AHL con la misma
secuencia de ADN (Fig. 67, pag. 142). Estos redodtason similares a los observados por
Qin y col. (2007) ewibrio fischeridonde el complejo LUuxR-AHL se une a la secueneia d
las cajagux. Sin embargo, cabe sefialar que las concentracitenesxR-AHL utilizadas en
los ensayos de EMSA son menores (nM) que las ad#ig en nuestros experimentos (LM).

Esto puede explicarse por la estabilidad del complexR-AHL, la cual puede ser mayor
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gue la del complejo AfeR-AHL. La diferencia en ktabilidad de ambos complejos puede
deberse a la utilizacion de distintas moléculaiBHik, puesto que para la obtencion del
complejo LuxR-AHL se utilizd oxo-C6-AHL y para ebmplejo AfeR-AHL se utilizo OH-
C14-AHL. El tipo de AHL utilizado puede afectar lasa de disociacion entre el
autoinductor y el regulador transcripcional. Zhinans (1999) mediante ensayos de
didlisis prolongada demostraron que la estabilidatl complejo TraR-AHL (tiempo de
disociacién en dias) ekgrobacterium tumefacieres muy superior a la del complejo LuxR-
AHL (tiempo de disociacion en segundos)\erfischeride acuerdo a lo descrito por Kaplan
y Greenberg (1985).

Una vez identificada la secuencia de ADN dondeoeipiejo AfeR-AHL es capaz de
unirse, se realizé un analisi; “silico” mediante alineamientos realizados con ClustalW
(Thompson vy col., 1994) para verificar la presemgdas cajaafe en la region promotora
de los 145 genes que conforman el regulén QS derdea los resultados obtenidos en los
microarreglos de ADN (Anexos 1, 2, 3 y 4). Los @&iglindicaron que ninguno de los 145
genes contenia en su region promotora la secudadas cajaafe predichas. Sin embargo,
al menos seis genes [AFE_0572, AFE_0707, AFE_14I&_ 1853, orf3 (codifican
proteinas hipotéticas) y AFE_2209 (regulador trapsional de la familia TetR)]
presentaron en su region promotora una secuenaiandenica correspondiente a una de las
cajasafe (Anexo 8). Por otra parte, se compararon estadtael®s (regulon QS, 145 genes)
con los descritos por Banderas y Guiliani (2013)em@ss realizaron una prediccion
bioinformatica de aquellos genes que presentand@safe y por lo tanto cuya expresion
deberia ser regulada por AfeR y por ende por &res QS. Sus andlisis se basaron en la
bdsqueda e identificacion de posibles sitios dérudie AfeR que presenten una similitud
con la secuencia palindromica de ADN identificattaarriba del gerafel (Farah y col.,
2005; Rivas y col., 2005). La comparaciéon de laultados revelé que sdélo dos genes
[AFE_0582 y orf3 (AFE_1998), ambos codifican progs hipotéticas] contienen un sitio de
unién para AfeR (andlisis bioinformatico) y se esrwman regulados por QS (analisis
transcriptomico). Esto sugiere que posiblementeRAfeegula la actividad de otros

reguladores transcripcionales que actian sobrepesion de los 142 genes restantes que
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conforman el regulon QS. Esta idea es apoyadaogorekultados descritos por Schuster y
col. (2004) que demostraron que la expresion del BA1897 es activada cuando el
regulador transcripcional LasR se encuentra satpeesado. Sin embargo, estudias “
vitro” indicaron que LasR no es capaz de unirse a lBmegromotora del gen PA1897,
concluyendo mediante otros analisis que el regulamlanscripcional QscR activa

directamente la expresion del gen PA1897 y se eieueegulado por LasR.

162



Discusion

6. CONCLUSIONES

Los resultados de adherencia en cultivosAteferrooxidanS indican que OH-
C14-AHL vy tetrazol aceleran la respuesta de adk@&ete las células bacterianas
sobre el sustrato mineral en comparacion con agtsin estos analogos sintéticos.
Estas dos moléculas de AHLs al estimular la adleriambién estimulan la

sintesis de EPS y por ende la formacion de biagalc

Los andlisis transcriptomicos de células sésiles plancténicas de
At.ferrooxidand en presencia y ausencia de tetrazol permitieremtiiicar 145
genes que conformarfan el regulén QSAdeferrooxidanS, lo cual representa el

4,6% del genoma de esta bacteria.

Dentro del regul6n QS dét. ferrooxidan$ existen 108 genes que se encuentran
relacionados con la formacion de biopeliculas yelliles 14 genes participan en la

sintesis y consumo de precursores de EPS.
Los ensayos de EMSA permitieron identificar unausecia de ADN de 360 pb,

gue contiene las cajesfe predichas, donde el complejo AfeR-AHL es capaz de

unirse.
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ANEXO 1. Genes regulados por QS que se encuentran sgimesagos en células planctonicas con tetrazol. d2aa gen se utilizaron dos oligonucledétidos

Anexos

para identificar sus niveles de ARNm. Se indicaadbr de expresidon promedio obtenido de tres raplliologicas independientes analizadas estadisita
con el test-t de Benjamini-Hochberg) fralores<-1,5y () valores> -1,5 y<-1,0.

Oligonucleétido

N° ORF ; posicion Gen Descripcién de la proteina Clasificacion COG Clasificacion KEGG Promedio Estadistica
AFE_0721_146-200 Proteina hipotéti -1,04 5,22E-04

1 - roteina hipotetica Dominio: globin_like. ’ !
AFE_0721_265-319 -1,04 3,36E-04

, AFE_1154_329-383 Proteina hipotética -1,292 1,06E-01
AFE_1154_75-129 -1,199 1,83E-03

3 | AFE_1169_189-243 Proteina hipotética 1,17E-03
AFE_1169_41-95 7,42E-03

4 AFE_1176_183-237 Proteina hipotética 5,97E-02
AFE_1176_60-114 -1,071 8,00E-03
AFE_1178_507-561 Proteina hipotética . : -1,345 9,08E-03

5 Dominio: DUF2407_C, VirB8.

AFE_1178_609-663 -1,451 4,60E-02

o | AFE_1223_114-168 Proteina hipotética -1,28 9,09E-02
AFE_1223_326-380 -1,445 8,12E-03

- T tol Metaboli -

; AFE_1667_1504-1558 ranscetolasa eta ? ismo y transporte de Dominio: COG3957, Transket_pyr, XFP, TPP_enzymes. 1,58E-02
AFE_1667_1631-1685 carbohidratos -1,452 3,66E-03
AFE_1904_132-186a Proteina ribosomal 505 L32 Traduccion, estructura ribosomal y ) -1,077 6,19E-04

8 rpmF o Ribosoma
AFE_1904_132-186b biogénesis -1,058 6,19E-04
AFE_1929_175-229 Nucleosido difosfato quinasa Metaboli t te d -0,934 4,54E-04

9 - ndk q e ’o. Ismoyy transporte de Purina metabolismo, Pirimidina metabolismo ! ’
AFE_1929 322-376 nucledtidos -1,227 4,54E-04

10 AFE_1939_860-914 psts-1 Proteina de unidn al sustrato transportador Metabolismo y transporte de ABC transportador, Sistema de dos componentes 2,31E-03
AFE_1939_990-1044 ABC fosfato iones inorgdnicos -1,098 2,20E-02

11 | AFE_1940_802-856 pstC2 Fosfato transportador ABC permeasa Metabolismo y transporte de ABC transportador 3,55E-03
AFE_1940_902-956 iones inorgénicos -1,424 2,49E-03

12 | AFe_1982_172-226 Proteina hipotética Dominio: DUF4168. -0,961 5,03E-02
AFE_1982_393-447 -1,084 1,58E-03
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AFE_2001_84-138a

Proteina hipotética

2,17E-03

13

AFE_2001_84-138b 3,08E-04

AFE_2037_1189-1243 Proteina de eflujo de ma membrana externa  Tréfico intracelular, secrecion y - - -1,423 4,17E-04
14 Dominio: COG1538 TolC, OEP, Biotin_lipoyl_2.

AFE_2037_950-1004 transporte vesicular 9,78E-04
15 | AFE_2038_78-132a Proteina hipotética 8,31E-03

AFE_2038_78-132b 7,56E-03
16 AFE_2039_102-156 Proteina hipotética 3,45E-03

AFE_2039_2-56 6,89E-04

AFE_2040_2180-2234 receptor dependiente de TonB Metabolismo y transporte de o . 1,01E-04
17 Dominio: TonB_dep_Rec, COG1629 CirA, OM_channels.

AFE_2040_2308-2362 iones inorgdnicos - 1,01E-04

prOteina de la familia aldehido Glicdlisis / Gluconeogenesis, Pentosa y glucuronato interconversion,
i icdlisi u is, ucu i version,
AFE_2131_1122-1176 deshidrogenasa Ve -1,093 1,63E-02
(NAD) Ascorbato y aldarato metabolismo, Degradacion de &cidos grasos, Valina
L, ., ; leucina e isoleucina degradacién, Lisina degradacion, Arginina y prolina
18 Conversién y produccién de energia
metabolismo, Glicerolipidos metabolismo, Piruvato metabolismo,
Cloroalkano y cloroalkeno degradacion, Propanoato metabolismo.

AFE_2131_1342-1396 Histidina metabolismo, Triptofano metabolismo, beta-Alanina metabolismo. -0,984 1,79E-03

AFE_2161_1516-1570 Proteina hipotética . 1,32E-03
19 Dominio: Transglut_core, DUF3857.

AFE_2161_1773-1827 1,73E-02

AFE_2273_388-442 Proteina de la familia de canal de protones Trafico intracelular, secrecién y . 5,19E-04
20 Dominio: TolQ.

AFE_2273_553-607 MotA/TolQ/ExbB transporte vesicular -1,081 5,29E-04
21 | AFE 2274 2244-2298 Proteina hipotética Dominio: COG3391, beta_rpt_yvtn. 1,06E-03

AFE_2275_252-306 Proteina de la familia TonB N . 2,30E-02
22 - - Pared celular/membrana/biogénesis Dominio: tonB_Cterm. ’

AFE_2275_675-729 3,05E-04
23 AFE_2276_181-235 Proteina hipotética Dominio: Phn-HD, HDc. -1,273 1,29E-03
24 . - . . . i

AFE_2277_1114-1168 Facilitador principal de la familia de transportadores Metabolismo y transporte de carbohidratos Dominio: MFS, 2A0115. 3,33E-03
% AFE_2306_52-106 Regulador de respuesta a unién a ADN Transcripcion Dominio: COG0745 OmpR, REC, trans_reg_C. 8,63E-04

AFE_2307_152-206 Proteina hipotética . 1,25E-03
26 Dominio: 2A0109.

AFE_2307_36-90 7,92E-03
27 Dominio: DUF347.

AFE_2330_246-300

Proteina hipotética

-1,231 1,01E-04
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1,76E-03

,g | AFE_2331.20-742 Proteina hipotética 5,17E-04
AFE_2331_20-74b 9,47E-04
AFE_2670_163-217a Proteina ribosomal 50S L28 Traduccion, estructura ribosomal y ) -1,106 9,95E-03

29 rpmB Ribosoma
AFE_2670_163-217b biogénesis 1,15E-02
AFE_2914_1086-1140 Proteina hipotética . 4,54E-04

30 Dominio: DUF1597.

AFE_2914_735-789 4,56E-04
AFE_2915_146-200 Proteina reguladora de nitrogeno P-II 2 Metabolismo y transporte de . ) 4,42E-04

1 glnK-1 o Dominio: COG0347 GInK, ADH_zinc_N_2.

AFE_2915_29-83 aminodacidos 4,32E-04
AFE_2916_1123-1177 Transportador de amonio Metabolismo y transporte de . . 1,02E-03

32 amt-1 Dominio: COG0004 AmtB, Ammonium_transp.

AFE_2916_765-819 iones inorgdanicos 5,10E-03
AFE_2935_1953-2007 Receptor TonB-dependiente Metabolismo y transporte de . . 8,51E-03

33 Dominio: COG1629 CirA, OM_channels, TonB_dep_Rec.

AFE_2935_2083-2137 iones inorgdnicos 5,87E-03
AFE_2936_1478-1532 Proteina hipotética . -1,426 2,42E-03

34 Dominio: OM_channels, Plug.

AFE_2936_1587-1641 -1,266 4,60E-03

35 | AFE_3129_1158-1212 Canal de cloro gatillado por voltage Metabolismo y transporte de Dominio: Voltage CLC. -1,356 3,58E-03
AFE_3129_1285-1339 iones inorgdnicos -1,209 8,83E-03
AFE_3207_413-467 ATP sintetasa FO subunidad B ., ., , . L -1,082 8,45E-03

36 atpF Conversién y produccion de energia  Fosforilacion oxidativa
AFE_3207_85-139 -0,97 2,45E-03
AFE_3208_192-246 ATP sintetasa FO subunidad C ) » . o o -1,408 3,36E-04

37 atpE Conversién y produccion de energia  Fosforilacion oxidativa
AFE_3208_65-119 -0,939 9,09E-04
AFE_3209_429-483 ATP sintetasa FO subunidad A -

38 - - atpB sintetasa F9 subunida Conversién y produccion de energia  Fosforilacion oxidativa 3,92€-04

AFE_3209_530-584

-1,38 1,03E-03
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Anexo 2 Genes regulados por QS que se encuentran repsmeid células planctonicas con tetrazol. Para gadase utilizaron dos oligonucleétidos para
identificar sus niveles de ARNm. Se indica el valerexpresién promedio obtenido de tres réplicadiicas independientes analizadas estadisticarnente
el test-t de Benjamini-Hochberags)(valores> 1,5y () valores> 1,0 y< 1,5.

Oligonucleétido
N° ORF; posicién Gen Descripcién de la proteina Clasificacion COG Clasificacion KEGG Promedio Estadistica

AFE_0005_232-286 Proteina de cubierta de esporas L, . . 0,933 1,98E-03

1 Funciéon desconocida Dominio: COG5430, SCPU.

AFE_0005_351-405 1,081 6,19E-04
AFE_0006_205-259 Proteina chaperona pilus 1,32 1,50E-03

2 - P P Movilidad celular Dominio: FimC, PapD_N. s226 ’

AFE_0006_513-567 1,273 4,73E-04
- Tetrationato hidrol -

3 AFE_0029_1279-1333 tetH etrationato hidrolasa Funcién desconocida Oxidacidn del tetrationato 1,24€-03

AFE_0029_705-759 2,72E-02
- Proteina hipotéti -

4 AFE_0030_811-865 roteina hipotética Dominio: Porin_O_P. 2,14E-03
AFE_0030_964-1018 1,138 3,14E-03
AFE_0096_290-344 Proteina hipotética . . 1,485 1,62E-02

5 Dominio: YgjK.

AFE_0096_375-429 1,279 6,47E-04
AFE_0097_22-76 Proteina hipotética . , . L, 8,63E-04

6 Dominio: Proteina no caracterizada de unién a cobre.

AFE_0097_250-304 1,427 4,42E-04
- O-sialogli tei d tid Modificacié t-traducci 0,711 6,93E-

; AFE_0123_409-463 gep sialoglicoproteina endopeptidasa odificacion post-traduccional, Dominio: Proteina de la familia UGMP, BcrAD_BadFG. , ,93E-03
AFE 0123 848-902 recambio de proteinas, chaperonas 3,52E-02
AFE_0124_128-182 Proteina hipotética . 1,348 6,84E-02

8 Dominio: TPR.

AFE_0124_370-424 1,113 1,28E-02
AFE_0155_154-208 Proteina de la familia fosfoglicerato mutasa  Metabolismo y transporte de Glicina, serina y treonina metabolismo, 1,252 4,28E-02

9 carbohidratos Glicdlisis / Gluconeogenesis, Metano y Carbono
AFE 0155 536-590 metabolismo, Biosintesis de aminoacidos. 2,80E-02

10 AFE_0219_106-160 Proteina hipotética 7,18E-02
AFE_0219_185-239 3,89E-02
AFE_0302_148-202 Proteina hipotética . 0,978 5,12E-02

11 Dominio: DUF2934.

AFE_0302_18-72 1,421 1,77E-02

12 | AFE_0419_495-549 tal transaldolasa Metabolismo y transporte de Via de la pentosa fosfato, Carbono metabolismo, 1,1 1,27E-02
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AFE_0419_595-649 carbohidratos Biosintesis de aminoacidos. 1,322 2,48E-02

AFE_0529_223-277 Proteina con dominio tipo rodanasa Metabolismo y transporte de . 1,172 2,19E-02
13 Dominio: RHOD.

AFE_0529_333-387 iones inorgdnicos 2,29E-02
1 AFE_0560_125-179 Proteina hipotética 2,37E-02

AFE_0560_291-345 3,87E-03

AFE_0572_345-399 Proteina hipotética L . 1,215 1,19E-01
15 Dominio: Memo-like, Memo.

AFE_0572_577-631 4,26E-02

AFE_0573_350-404 Proteina hipotética L , ) . 1,163 2,42E-02
16 Dominio: Proteina A, sistema AmmeMemoRadiSam.

AFE_0573_555-609 0,916 1,08E-03

AFE_0582_71-125a Proteina hipotética . 1,231 1,89E-03
17 Dominio: DUF2283

AFE_0582_71-125b 1,242 1,94E-03

AFE_0595_108-162 lipoproteina L 1,106 4,78E-03
18 Dominio: DUF4480.

AFE_0595_314-368 1,251 1,34E-01

Proteina glutation-dependiente de la

19 | AFE_0696_110-164 gfa activacion Funcién desconocida Metano metabolismo, Carbono metabolismo. 1,203 3,23E-03

AFE_0696_227-281 de formaldehido 1,474 3,06E-02

AFE_0751_106-160 Proteina de la familia de estrés universal ) ., " . - 2,64E-02
20 Mecanismo de transduccién de sefiales Dominio: Usp, Lactamase_B_4. EEE—

AFE_0751_275-329 - 5,06E-03

AFE_0808_719-773 oxidoreductasa, subunidad de unién FAD ., ., , . . 1,385 2,85E-02
21 Conversién y produccién de energia Purina metabolismo

AFE_0808_948-1002 4,37E-02

AFE_0809_1969-2023 oxidoreductasa, subunidad de unién , ., , . . 2,32E-02
22 Conversidn y produccién de energia Purina metabolismo

AFE_0809_2151-2205 molibdopterin 1,092 8,41E-04

AFE_0810_397-451 oxidoreductasa, subunidad de unién ., ., , . 1,433 2,92E-02
23 Conversidn y produccién de energia Dominio: COG2080 CoxS, fer2, Fer2_2. R

AFE_0810_41-95 hierro-azufre 9,86E-02

AFE_0846_381-435 zinc-alcohol deshidrogenasa o . Dominio: C0G1064 AdhP, ADH_zinc_N, 2-Hacid_dh_C, 9,32E-04
24 Prediccidn de funciones generales o

AFE_0846_934-988 NAD_binding_2, ELFV_dehydrog, ApbA, AlaDh_PNT_C. 1,134 2,10E-03
- AFE_0858_178-232 Proteina hipotética Dominio: DUFA8S. 1,497 6,69E-03

AFE_0858_339-393 1,095 1,33E-03

AFE_0859_1105-1159 piridina nucleotido-disulfuro oxidoreductasa o : Dominio: Pyr_redox_2y Pyr_redox, AIF_C, Reductase_C, 6,65E-04
26 Prediccidn de funciones generales

AFE_0859_844-898 Lycopene_cycl, Pyr_redox_3, NAD_binding_8, K_oxygenase. 1,417 1,45E-02
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AFE_0871_233-287 Proteina de shock de calor, familia Hsp20 Modificacién post-traduccional, . . - 1,89E-02
27 Dominio: COG0071 IbpA, ACD_sHsps-like, IbpA.

AFE 0871 351-405 recambio de proteinas, chaperonas 1,475 8,58E-03

AFE_0872_2007-2061 proteasa La dependiente de ATP Modificacién post-traduccional, . 1,328 4,87E-01
28 lon-2 ) Dominio: AAA , Lon_C, COG0466 Lon, LON.

AFE_0872_2290-2344 recambio de proteinas, chaperonas 1,352 1,18E-02

AFE_0937_1209-1263 [NiFe] hidrogenasa subunidad alfa ., ., , . 1,177 1,82E-01
29 hoxH Conversién y produccion de energia Dominio: COG3261 HycE, Complex1_49kDa.

AFE_0937_768-822 1,262 6,19E-04

AFE_0940_383-437 NiFe] hidrogenasa subunidad beta . » . . . 1,083 1,64E-02
30 - - hoxF [ ! g Conversién y produccion de energia Dominio: HCP_like. : ’

AFE_0940_882-936 1,67E-01

AFE_1034_1318-1372 t t 1,461 6,19E-04
31 - - ransposasa transposon Replicacién, recombinacion y reparacién ~ Dominio: OrfB_Zn_ribbon, COG0675. 46 ’

AFE_1034_1429-1483 1,279 4,27E-03

AFE_1106_1434-1488 transposasa transposon L, o, L, . 1,194 1,50E-03
32 Replicacién, recombinacion y reparaciéon  Dominio: tspaseT_teng_C.

AFE_1106_1576-1630 1,457 4,03E-03

AFE_1418_112-166 Proteina hipotética L 1,148 7,51E-02
33 Dominio: RHH_1, DUF1778, COG4453.

AFE_1418_199-253 1,134 1,77E-02
2 AFE_1544_354-408 pirofosforilasa Metabolismo y transporte de Dominio: QRPTase_C, QRPTase_N, Ribul_P_3_epim, 0,948 6,51E-02

AFE_1544_779-833 coenzimas PRTase_typell. 1,279 1,62E-02

AFE_16 - Proteina hipotéti 1,265 1,09E-02
35 -1624_126-180 roteina hipotetica Dominio: Tetraspannin, Polysacc_synt_C, Tmemb_18A. ! ’

AFE_1624_26-80 1,444 9,12E-03
36 AFE_1625_329-383 Proteina hipotética 1,33 2,35E-02

AFE_1625_591-645 0,954 5,29E-02

AFE_1675_264-318 . Detiobiotina sintetasa Metabolismo y transporte de L ) 0,934 1,39E-01
37 bioD-1 Biotina metabolismo

AFE_1675_531-585 coenzimas 5,40E-03

- Proteina hipotéti 1,128 1,32E-03

3g | AFE_1786_375-429 roteina hipotetica Dominio: Ferritin_like. ! !

AFE_1786_702-756 1,002 2,50E-03

AFE_1799_2258-2312 Proteina familia alfa-glucano fosforilasa Metabolismo y transporte de . s . 1,077 6,19E-04
39 ] Metabolismo del almidén y aztcar

AFE_1799_2377-2431 carbohidratos 1,311 2,04E-04

AFE_1800_255-309 Proteina con dominio enolasa Metabolismo y transporte de L 1,299 1,83E-03
40 ) Dominio: Enolase_C.

AFE_1800_37-91 carbohidratos 0,925  2,75E-03
41 | AFE_1801_1309-1363 pyk Piruvato quinasa Metabolismo y transporte de Glicdlisis / Gluconeogenesis, Purina metabolismo, 1,297 3,89E-03

carbohidratos Piruvato metabolismo, Biosintesis de aminoacidos,
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AFE_1801 612-666 Carbono metabolismo. 1,35E-01
AFE_1802_294-348 Aldolasa Metabolismo y transporte de Glicdlisis / Gluconeogenesis, Via de la pentosa fosfato, 1,205 1,83E-02
carbohidratos Fructosa y manosa metabolismo, Metano y carbono
42
metabolismo, Biosintesis de aminoacidos,

AFE_1802_822-876 Fijacion de carbono en organismos fotosintéticos. 1,124 1,86E-03

AFE_1803_1110-1164 piridina nucleotido-disulfuro oxidoreductasa o, ) L . - 4,19E-03
43 Prediccion de funciones generales Dominio: PRK09564, Pyr_redox, Pyr_redox_dim.

AFE_1803_1210-1264 1,281 4,54E-04
" AFE_1804_111-165a Proteina hipotética 1,356 1,14E-03

AFE_1804_111-165b 1,366 9,37E-04

AFE_1814_164-218 alkilhidroperoxidasa con dominio AhpD » . . 1,213 9,19E-02
45 Funcion desconocida Dominio: COG0599, CMD.

AFE_1814_46-100 1,091 1,09E-03

AFE_1815_455-509 fosfogliceromutasa Metabolismo y transporte de Glicélisis / Gluconeogenesis, Glicina, serinay 3,49E-03
46 gpmi-1 carbohidratos treonina metabolismo, Metanoy

AFE_1815_745-799 Carbono metabolismo, Biosintesis de aminodacidos 0,911 2,78E-03

AFE_1851_264-318 Proteina de la familia glicosil transferasa L L 1,227 1,79E-03
47 Pared celular/membrana/biogénesis Dominio: COG1216, Glyco_tranf_GTA_type.

AFE_1851_392-446 1,105 8,05E-04
48 AFE_1852_137-191 Proteina hipotética - 1,00E-03

AFE_1852_5-59 1,269 3,08E-04
19 AFE_1853_144-198 Proteina hipotética 1,454 5,29E-04

AFE_1853_39-93 1,193 2,52E-03

AFE_1854_267-321 piridina nucleotido-disulfuro oxidoreductasa ., ., , L L 1,349 6,47E-04
50 Conversidn y produccién de energia Fosforilacién oxidativa

AFE_1854_900-954 1,49 2,77E-03
oy | AFE_1855_212-266 Proteina hipotética Dominio: MES. 1,444 3,55E-03

AFE_1855_38-92 1,323 2,92E-02
o) | AFE_1856_1222-1276 deshidrogenasa Metabolismo y transporte de Dominio: COG2303 BetA, GMC_oxred_C, NAD_binding_8, 1,469 7,84E-03

AFE 1856 1377-1431 aminoacidos Pyr_redox_2, Lycopene_cycl, GMC_oxred_N, DAO. 1,397 5,61E-03

AFE_1857_486-540 lucosa-1 deshidrogenasa Metabolismo y transporte de 1,068 6,70E-04
53 - g g i ¥ P Via de la pentosa fosfato, Carbono metabolismo e Attt ’

AFE_1857_605-659 lipidos - 3,20E-03

AFE_1858_203- Proteina hipotéti 1,181 7,34E-04
54 -1858_203-257 roteina hipotetica Dominio: GH15_N, Glucodextran_N. z !

AFE_1858_425-479 1,284 8,12E-03
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Proteina hipotética
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1,099 2,90E-03

55 Dominio: PBP, PEBP_bact_arch.

AFE_1951_449-503 1,192 7,03E-03
5 | AFE_2024_274-328 6-fosfogluconato deshidrogenasa Metabolismo y transporte de Via de la pentosa fosfato, Glutation metabolismo 1,109 1,63E-02

AFE 2024 515-569 carbohidratos Carbono metabolismo 1,209 3,09E-03

AFE_2061_1209-1263 Proteina hipotética . . 1,015 4,58E-04
57 Dominio: COG1253 TlyC, CBS_pair_CorC_HIyC_assoc.

AFE_2061_430-484 1,187 6,47E-02

AFE_2081_2153-2207 Proteina de la familia alfa-amilasa Metabolismo y transporte de . L 1,467 1,67E-04
58 ) Metabolismo del almidén y la sacarosa

AFE_2081 2344-2398 carbohidratos 1,493 2,51E-03

AFE_2082_558-612 Proteina de la familia alfa-amilasa Metabolismo y transporte de . s 1,253 1,17E-03
59 Metabolismo del almidén y la sacarosa

AFE_2082_882-936 carbohidratos - 2,22E-02

AFE_2083_267-321 1 glicosil transf 1,233 6,19E-04
60 - - 8TUPO - glicositransierasa Pared celular/membrana/biogénesis Metabolismo del almidén y la sacarosa : ’

AFE_2083_657-711 1,20E-02
1 AFE_2084_196-250 Proteina hipotética 6,40E-02

AFE_2084_462-516 1,41 1,18E-02

AFE_2085_176-230 Proteina hipotéti 8,53E-02
62 - - roteina hipotetica Dominio: Peptidase_S9, Abhydrolase_5. ’

AFE_2085_7-61 5,24E-02
6 AFE_2086_217-271 Proteina de shock térmico, familia Hsp20 Modificacién post-traduccional, Dominio. ACD. sHsps-like, COG0071 lbpA, BON. 9,36E-03

AFE 2086 350-404 recambio de proteinas, chaperonas 1,261 5,02E-03
" AFE_2087_21-75 Proteina hipotética - 9,26E-03

AFE_2087_93-147 - 1,34E-03

Proteina de unidn a zinc de la familia . . " -
AFE_2088_775-829 alcohol Glicdlisis / Gluconeogenesis, Degradacion de acidos, 0,94 4,62E-03
; rasos, Tirosina metabolismo, Cloroalkano
65 deshidrogenasa Prediccion de funciones generales 8
y cloroalkeno degradacion, Naftaleno

AFE 2088 875-929 degradacidn, Degradacién de compuestos aromaticos. 1,086 1,51E-03
o6 AFE_2192_224-278 Proteina hipotética Dominio: DrsE. - 1,20E-02

AFE_2192_77-131 1,378 2,80E-04

AFE_2209_459-513 Regulador transcripcional de la familia TetR o . 1,356 9,40E-03
67 Transcripcion Dominio: COG1309 AcrR.

AFE_2209_561-615 0,976 1,03E-02
68 Dominio: YtxH, FUSC.

AFE_2325_266-320

Proteina hipotética

0,981 1,41E-02
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- 1,10E-02

AFE_2438_231-285

Proteina hipotética

1,296 3,91E-03

69 Dominio: COG3462, SHOCT.

AFE_2438_82-136 1,204 1,55E-02
50 | AFE_2464_447-501 proB-1 glutamato 5-quinasa Metabolismo y transporte de Arginina y prolina metabolismo 1,036 6,19E-04

AFE_2464_594-648 aminoacidos Biosintesis de aminoacidos 1,023 1,66E-03

AFE_2599_141-195 Proteina hipotética L 1,214 7,80E-04
71 Dominio: DrsE_2.

AFE_2599_246-300 5,00E-02

AFE_2600_146-200 Proteina hipotética L 1,05E-03
72 Dominio: SirA_YedF_YeeD, TusA.

AFE_2600_44-98 1,88E-02

AFE_2601_1008-1062 Piridina nucleotido-disulfuro oxidoreductasa L . . 1,021 2,36E-01
73 Prediccidn de funciones generales Azufre metabolismo

AFE_2601_1070-1124 1,333 4,53E-01

AFE_2640_135-189 Proteina hipotética L 1,102 7,34E-04
74 Dominio: Lactamase_B.

AFE_2640_19-73 9,11E-04

AFE_2641_112-166 Regulador transcripcional de la familia ArsR o . 1,498 1,27E-03
75 Transcripcion Dominio: HTH_ARSR.

AFE_2641_241-295 1,2 9,57E-03
76 | AFE_2657_42-96a Proteina hipotética 0,998 1,40E-02

AFE_2657_42-96b 1,072 1,15E-02

AFE_2750_389-443 Factor sigma-32 ARN polimerasa L L . 1,10E-01
77 rpoH Transcripcion Dominio: Sigma70_r4, Sigma70_r2.

AFE_2750_514-568 1,41 4,43E-02

AFE_2834_591-645 Proteina hipotética 2,19E-02
78 = = P Dominio: Band_7, COG0330 HfIC, SPFH_paraslipin. ’

AFE_2834_880-934 1,452 1,58E-03
79 AFE_2835_280-334 Proteina hipotética Dominio: NfeD. 1,385 1,46E-02

AFE_2835_380-434 1,031 6,99E-04
g0 | AFE_2836_1869-1923 glgB proteina de ramificacion 1,4-alfa-glucano Metab('Jllsmo y transporte de Metabolismo del almidén y la sacarosa 1,018 1,85E-01

AFE_2836_2041-2095 carbohidratos 1,257 4,76E-02

AFE_2931_2329-2383 exodeoxiribonucleasa V subunidad gama L, o, ., o, , 1,206 6,65E-04
81 recC Replicacién, recombinacion y reparacién  Recombinacién homéloga

AFE_2931_3238-3292 1,108 1,10E-02

AFE_3019_176-230 proteina fosfotransportadora Hpr Metabolismo y transporte de L . 1,451 5,82E-02
82 ptsH ] Dominio: PTS-HPr, PTS-HPr_like.

AFE_3019_2-56 carbohidratos 1,335  1,00E-02
83 Dominio: PshJ.

AFE_3078_37-91a

Proteina hipotética

1,357 9,83E-03
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1,321 1,11E-02

AFE_3086_2008-2062

Proteina de la membrana plasmatica de
salida

Metabolismo y transporte de

1,085 1,48E-01

84 Fosforilacién oxidativa
AFE_3086_2207-2261 de protones tipo P ATPasa iones inorgdnicos 1,106 4,77E-03
g5 AFE_3087_79-133a Proteina hipotética 1,151 8,99E-04
AFE_3087_79-133b 1,199 4,54E-04
- Proteina hipotéti 1,09E-0
g6 AFE_3116_141-195 roteina hipotética Dorminio: DrsE_2. ) 3
AFE_3116_246-300 4,91E-02
AFE_3117_146-200 Proteina hipotética L 1,05E-03
87 Dominio: SirA_YedF_YeeD, TusA.
AFE_3117_44-98 - 1,82E-02
AFE_3222_474-528 Proteina de la familia ADP-ribosilglicohidrol Modificacién post-traduccional, . . i . 1,428 1,40E-03
88 - - roteina de fa tamiiia rivostigliconidrolasa P Dominio: ADP_ribosyl_GH, Rick_17kDa_Anti, rve_3. 2 ’
AFE 3222 846-900 recambio de proteinas, chaperonas 1,08E-02
- Proteina hipotéti
29 AFE_3280_388-442 roteina hipotetica Dominio: PBP.
AFE_3280_489-543
AFE_3281_134-188 hid d i0 t . » . . 1,83E-02
90 - - hynD \drogenasa maduracion proteasa Conversién y produccion de energia Dominio: H2MP_MemB-H2up, frhD. ’
AFE_3281_20-74 5,27E-02
AFE_3282_160-214 Proteina de expresion hidrogenasa 1,89E-01
91 - hynH P g Dominio: HupH_C. ’
AFE_3282_319-373 4,74E-02
- Ni/Fe] hid , subunidad fi L, ) , ., ) 1,24E-01
92 AFE_3283_231-285 hynS [Ni/Fe] hidrogenasa, subunidad pequefia Conversién y produccion de energia Degradacion de nitrotolueno
AFE_3283_695-749 4,01E-02
AFE_3284_219-273 . Proteina hipotéti - ” . -
93 - isp1 roteina hipotetica Conversién y produccién de energia Dominio: Nitrate_red_gam.
AFE_3284_462-516
AFE_3285_245-299 . Proteina d laje hierro-azufi . . , - 1,331 3,96E-03
94 - - isp2 roteina de anclaje hierro-azuire Conversién y produccion de energia Dominio: CCG, GlpC, Fer4_17. 2 !
AFE_3285_730-784 1,486 1,83E-02
AFE_3286_1372-1426 Ni/Fe] hidrogenasa, subunidad grande L » . ., ) 2,48E-03
95 - - hynL Ni/Fe) € g Conversién y produccion de energia Degradacion de nitrotolueno ’
AFE_3286_1498-1552 - 8,88E-03
- Proteina de i ion de niquel -
% AFE_3287_288-342 hypA-2 roteina de incorporacién de nique Prediccion de funciones generales Dominio: HypA. 1,247 1,98E-04
AFE_3287_39-93 hidrogenasa HypA 9,70E-02
97 AFE_3288_24-78 hypB-2 Proteina de incorporacion de niquel Modificacién post-traduccional, Dominio: Ferd. NifH. 1,239 1,67E-04

AFE_3288_673-727

hidrogenasa HypB

recambio de proteinas, chaperonas

1,091 3,31E-03
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98 AFE_3289_109-163 hypC-2 Chaperona de ensamblaje Modificacién post-traduccional, Dominio: HupF._HypC 3,00E-03
AFE_3289_3-57 hidrogenasa HypC recambio de proteinas, chaperonas - 1,47E-02
99 AFE_3290_585-639 hypD-2 Proteina expresién/formacion Modificacién post-traduccional, Dorminio: HypD 1,216 1,67E-04
AFE_3290_687-741 hidrogenasa HypD recambio de proteinas, chaperonas 1,077 3,05E-04

Anexos

Anexo 3 Genes regulados por QS que se encuentran repsraidcélulas sésiles con tetrazol. Para cadaegetilizaron dos oligonucleotidos para identificar
sus niveles de ARNm. Se indica el valor de exprepidmedio obtenido de tres réplicas bioldégicagrhdientes analizadas estadisticamente con-¢ldest
Benjamini-Hochberg.x) valores> 1,5y () valores> 1,0 y< 1,5. Con un asterisco (*) se indica el gen quégga en la formacion de biopeliculas.

Oligonucleétido

N ORF ; posicion Gene Descripcion de la proteina Clasificacion COG Clasificacion KEGG promedio estadistica
- ina hipotéti 1,14 6,85E-03
1 AFE_0030_811-865 * Proteina hipotética Dominio: Pfam Porin_0_P. ” )
AFE_0030_964-1018 0,868 9,18E-03
AFE_0690_373-427 Proteil ia FAhD familia f t 1,236 1,06E-02
2 - fdhD-2 roteina accesoria amiia formato Conversién y produccién de energia Dominio: FdhD-NarQ. ! ’
AFE_0690_725-779 dehidrogenasa 1,24 1,40E-02
AFE_0696_110-164 proteina glutatidn-dependiente de la ., ) Metabolismo del carbono 1,032 5,68E-02
3 gfa Funcién desconocida
AFE_0696_227-281 activacién de formaldehido y metano 1,015 8,16E-02
AFE_0697_766-820 S-(hidroximetil) glutation deshidrogenasa Glicdlisis / Gluconeogenesis, Naftaleno degradacion, 1,099 1,72E-02
clase Il alcohol deshidrogenasa Degradacion de acidos grasos, Tirosina
4 Conversién y produccién de energia metabolismo, Cloroalkano y cloroalkeno degradacién,
Metabolismo del metano y carbono,
AFE_0697_1027-1081 Degradacion de compuestos aromaticos. 0,993 1,31E-02
AFE_0698_289-343 s- formilglutation hidrol Metabolismo del carbono 1,137  8,57E-03
5 - - fghA ormilglutation hidrolasa Prediccién de funciones generales ’ ’
AFE_0698_497-551 y metano 1,255  5,56E-03
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Anexo 4 Genes regulados por QS que se encuentran sgmesados en células sésiles con tetrazol. Parageadae utilizaron dos oligonucledtidos para
identificar sus niveles de ARNm. Se indica el valerexpresién promedio obtenido de tres réplicadiicas independientes analizadas estadisticarnente
el test-t de Benjamini-Hochbergs)(valores<-1,5y () valores>-1,5 y<-1,0.

Oligonucleétido

N ORF ; posicion Gene Descripcion de la proteina Clasificacion COG Clasificacion KEGG promedio estadistica
1 | AFE_0707_502-556 Proteina hipotética Dominio: Pfam: TPR_11, SNAP, -1,025  6,31E-03
AFE_0707_905-959 TPR_12, Lysine_decarbox. -0,916  1,59E-02
2 AFE_0709_171-225 Proteina hipotética -1,194 1,48E-03
AFE_0709_35-89 -1,287 1,63E-01
- i i6 v ierro- -0,718 3,48E-02
3 AFE_0710_440-494 proteina de unién al clster hierro-azufre Prediccidn de funciones generales Dominio: NifU, Rieske. : !
AFE_0710_651-705 familia Rieske -1,069 5,95E-02
AFE_1998 141-195 Proteina hipotética 1,45E-03
4 - orf3 P Qs ,
AFE_1998_338-392 1,84E-03
QS. Dominio: Pfam: Autoind_synth,
5 | AFE_1999_222-276 afel Proteina sintesis autoinductor Biosintesis de metabolitos secundarios 1,48E-03
AFE_1999_445-499 transporte y catabolismo Acetyltransf_5. - 4,73E-04
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Anexo 5 Genes relacionados con la formacién de biopelécque se encuentran sobre-expresados en célsiles £8&n tetrazol contra células planctonicas
con tetrazol. Para cada gen se utilizaron dos mligeotidos para identificar sus niveles de ARNmirgglica el valor de expresion promedio obteniddrele
réplicas biolégicas independientes analizadas issizamente con el test-t de Benjamini-Hochbesy.v@lores> 1,5 y () valores> 1,0 y< 1,5. Un asterisco

(*) indica aquellos genes que también son reguladoL)S.

Oligonucleédtido

N° ORF ; posicion Gen  Descripcion de la proteina Clasificacion COG Clasificacion KEGG Promedio Estadistica
1 AFE_0006_205-259 * Proteina chaperona de pilus Movilidad celular Dominio: FimC, PapD_N . - 3,70E-02
AFE_0006_513-567 1,452 3,70E-02
: Asimilacién del Nitrogeno -
2 | AFE_0024_1152-1206 ntrx  Proteina NtrX reguladora de Mecanismo de transduccién de sefiales g 1,376 9,07E-03
AFE_0024_1310-1364 asimilacion de nitrogeno Sistema de dos componentes 1,282 1,09E-02
3 AFE_0025_135-189 Proteina hipotética 1,325 1,42E-02
AFE_0025_71-125 1,318 1,24E-02
4 AFE_0055_5-59 Proteina hipotética Funcién desconocida Dominio: Zinc ribbon domain. 1,268 3,48E-02
AFE_0055_89-143 0,974  6,64E-02
5 |AFE_0095_120-174 Proteina hipotética Dominio: PCP_red. - 3,58E-02
AFE_0095_31-85 1,493  3,75E-02
6 |AFE_0096_290-344 * Proteina hipotética Dominio: YqjK. - 1,99E-02
AFE_0096_375-429 2,10E-02
7 | AFE_0097_22-76 " Proteina hipotética Dominio: proteina no caracterizada 5,45E-02
AFE_0097_250-304 de unién a cobre. 7,44E-02
: i Dominio: Sistema de transporte ABC putativo, -
g | AFE_0101_270-324 Proteina de unién a ATP Mecanismos de defensa p p 1,254 2,68E-02
AFE_0101_519-573 transportador ABC SalX, ABC_MJ0796_LolCDE_FtsE . 1,156 1,92E-02
9 AFE_0103_174-228 Proteina hipotética 1,236 2,09E-02
AFE_0103_73-127 1,411 2,30E-02
10 |AFE_0122 239-293 Proteina hipotética Dominio: Ferritin-like. 1,25€-02
AFE_0122_58-112 1,87E-02
11 | AFE_0123_409-463 gep* O-sialoglicoproteina Modificacién post-traduccional, Dominio: proteina de la familia UGMP,
AFE_0123_848-902 endopeptidasa recambio de proteinas, chaperonas BcrAD_BadFG.
12 |AFE_0124_128-182 * Proteina hipotética Dominio TPR. 2,01E-02
AFE_0124_370-424 1,52E-02
13 AFE_0125_275-329 Proteina hipotética Glicerolipidos metabolismo,
AFE_0125_380-434 Glicerofosfolipido metabolismo.
Glicina, serina y treonina metabolismo, Glicdlisis /
14 | AFE_0155_154-208 * Proteina de la familia Metabolismo y transporte de Gluconeogenesis, 1,16E-02

AFE_0155_536-590

fosfoglicerato mutasa

carbohidratos

Metano y Carbono metabolismo, Biosintesis de aminodcidos.

8,69E-03
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15 |AFE_0202_216-270 Protefna de division Pared celular/membrana/biogénesis Dominio: FtsQ, POTRA. 1,396 1,22€-02
AFE_0202_545-599 celular FtsQ 1,099 4,44E-03
16 |AFE_0203_209-263 ddig  D-alanina-D-alanina Pared celular/membrana/biogénesis D-alanina metabolismo, Peptidoglicano Biosintesis 1,165 2,93€-02
AFE_0203_600-654 ligasa 1,156  6,12E-03
; ; f Amino azlcar, nucledtidos metabolism, -
17 | AFE_0204_778-832 murB  YDP-N-acetilenolpiruvoil- Pared celular/membrana/biogénesis 1,488 1,05E-02
AFE_0204_91-145 glucosamina reductasa Biosintesis de peptidoglican 1,382 1,99E-02
; D-glutamina y D-glutamato metabolismo, -
18 | AFE_0205_1240-1294 murc  UDP-N-acetilmuramato- Pared celular/membrana/biogénesis g yb-g 1,372 6,82E-03
AFE_0205_930-984 L-alanina ligasa Biosintesis de peptidoglican _ 2,35E-02
AFE_0206_258-312 UDP-N-acetilglucosamina- Biosintesis de peptidoglican 1,235  1,69E-02
19 murG N-acetilmuramil-(pentapeptido) Pared celular/membrana/biogénesis Ciclo celular de Caulobacter
pirofosforil-UDP
AFE_0206_838-892 N-acetilglucosamina transferasa 0,96 1,61E-02
20 |AFE_0207_352-406 ftsW  Proteina FtsW de divisién celular Control ciclo celular, divisién celular, Ciclo celular de Caulobacter 0,727 2,16E-02
AFE_0207_537-591 divisién del cromosoma 1,258 2,12E-02
AFE_0208_1257-1311 UDP-N-acetylmuramoylalanina- D-glutamina y D-glutamato metabolismo, 1,346  4,10E-03
21 murD Pared celular/membrana/biogénesis
Biosintesis de peptidoglican
AFE_0208_544-598 D-glutamato ligasa peptidog 1,257 1,03E-02
AFE_0209_1029-1083 Fosfo-N-acetylmuramoyl- L .y . . . 1,294 1,09E-02
22 mraY Pared celular/membrana/biogénesis Biosintesis de peptidoglican
AFE_0209_884-938 pentapeptido-transferasa 1,158 6,89E-03
AFE_0210_1225-1279 UDP-N-acetylmuramoylalanil- 1,426 6,92E-03
23 murF  D-glutamil-2,6-diaminopimelato Pared celular/membrana/biogénesis Lisina biosintesis, Biosintesis de peptidoglican
AFE_0210_619-673 D-alanil-D-alanil ligasa - 5,45E-03
AFE_0211_1167-1221 UDP-N-acetyl lal |-D- 1,03E-02
24 - - murE acetyimuramoylatany Pared celular/membrana/biogénesis Lisina biosintesis, Biosintesis de peptidoglican ’
AFE_0211_596-650 glutamato- 2,6-diaminopimelato ligasa 1,48 5,77E-03
AFE_0212_1314-1368 - 3,94E-02
25 - - ftsl Ftsl peptidoglican sintetasa Pared celular/membrana/biogénesis beta-LACTAM Resistencia, Biosintesis de peptidoglican ’
AFE_0212_1478-1532 - 8,58E-03
AFE_0213_109-163 Control cicl lular, divisié lular, - 1,421 2,36E-02
26 i ftsL  FtsL proteina de divisién celular ontrol ciclo celular, dvision celurar Dominio: FtsL. - ’
AFE 0213 171-225 divisién del cromosoma 9'46E_03
AFE_0214 637-691 1,50E-02
27 - - mraW S-adenosil-metiltransferasa MraW Pared celular/membrana/biogénesis Dominio: PRKO0050. I ’
AFE_0214_750-804 3,05E-02
AFE_0215_263-317 1,318 2,45E-02
28 - - mraZ Proteina mraZ Funcién desconocida Dominio: MraZ . £ ’
AFE_0215_401-455 1,292 1,51E-02
29 AFE_0219_106-160 * Proteina hipotética - 1,45E-02
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AFE_0219_185-239
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1,07E-02

AFE_0234_567-621

Biosintesis del nucle de lipopolisa-

30 Pared celular/membrana/biogénesis Dominio: WcaA, Beta4dGlucosyltransferase.
AFE_0234_678-732 caridos glicosil transferasa
AFE_0235_442-496 1,11E-02
31 - - rfaC  Lipopolisacarido heptosiltransferasa 1 Pared celular/membrana/biogénesis Lipopolisacaridos biosintesis ’
AFE_0235_905-959 7,08E-03
AFE_0236_154-208 , . L. . L 1,05E-02
32 Proteina hipotética Dominio: Familia tirosina fosfatasa
AFE_0236_48-102 - 5,45E-03
AFE_0255_566-620 Regulador transcripcional de la e - 1,329 6,82E-03
33 Transcripcion Dominio: AcrR, TetR_N, TetR_C_9.
AFE_0255_671-725 familia TetR 1,113 1,09E-02
AFE_0256_627-681 . ) Metabolismo y transporte de Arginina y Prolina metabolismo, 2 Oxocarboxilico 2,69E-02
34 argB  Acetilglutamato quinasa
AEE 0256 771-825 aminoacidos acido metabolismo, Biosintesis de aminoacidos 1,47E-02
AFE_0267_490-544 2,45E-02
35 - - sqr Sulfuro quinona reductasa Prediccion de funciones generales Azufre metabolismo ’
AFE_0267_968-1022 - 3,40E-02
AFE_0271_156-210 1,486 3,11E-02
36 - - trmB  tRNA (guanina-N(7)-)-metiltransferasa Prediccién de funciones generales Dominio: trmB. z ’
AFE_0271_572-626 - 1,93E-02
AFE_0287_255-309 Metaboli t ted 1,404 2,30E-02
37 - Anhidrasa carbénica etabolismoy transporte de Nitrogeno metabolismo AE ’
AFE_0287_471-525 iones inorgénicos 1,34 1,97E-02
AFE_0397_325-379 1,095 1,22E-02
38 - - Hidroxiacilglutation hidrolasa Prediccion de funciones generales Piruvato metabolismo ! ’
AFE_0397_459-513 1,36 9,94E-03
AFE_0401_174-228 P - Lo . - - 2,00E-02
39 - - Proteina con dominio LC7/bloqueo Prediccion de funciones generales Dominio: Roadblock/LC7. ’
AFE_0401_357-411 1,239 3,37E-02
AFE_0402_149-203 i - 5,77E-03
40 - - gloA lactoilglutation liasa Metabolismoyy transporte de Piruvato metabolismo ’
AFE_0402_350-404 aminodcidos 1,402  1,18E-02
. ; Via de la pentosa fosfato, Carbono metabolismo,
a1 AFE_0419_495-549 tal*  Transaldolasa Metabolismo y transporte de
AFE 0419 595-649 carbohidratos Biosintesis de aminodcidos
AFE_0449_798-852 1,034 4,42E-02
42 - - Sensor histidina quinasa Mecanismo de transduccion de sefiales  Sistema de dos componentes z !
AFE_0449_922-976 1,042 1,99E-02
AFE_0460_306-360 1,137 1,50E-02
43 - - wrbA  WrbA proteina de unién a TrpR Prediccién de funciones generales Dominio: PRK03767. z ’
AFE_0460_436-490 1,331 1,63E-02
44 Proteina hipotética Funcién desconocida Dominio: COG2353.

AFE_0461_469-523

0,828 8,48E-02
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AFE_0461_569-623
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1,045 1,38E-02

AFE_0462_492-546

0,968 1,03E-02

45 D-alanil-D-alanina dipeptidasa Prediccion de funciones generales Dominio: D-ala-D-ala dipeptidasa.

AFE_0462_602-656 1,437 1,75E-02

AFE_0477_166-220 1,11 5,80E-03
46 - - Proteina de virulencia Funcién desconocida Dominio: Antitoxin-MazE and VagC. S !

AFE_0477_38-92 1,332 7,02E-03

AFE_0478_154-208 . . . . L . - . 1,3 1,50E-02
47 Proteina asociada a virulencia Prediccién de funciones generales Dominio: PIN_VapC-FitB.

AFE_0478_351-405 1,31 9,94E-03

AFE_0523_410-464 . Proteina 4-metil-5(beta-hidroxietil)- L . - ) ) 1,333 4,07E-02
48 thi) Prediccién de funciones generales Dominio: Type 1 glutamine amidotransferase.

AFE_0523_558-612 tiazol sintesis de monofosfato 1,246 1,34E-02

AFE_0558_207-261 , . . . 0,927 7,27E-03
49 Proteina hipotética Dominio: DUF2203.

AFE_0558_43-97 1,033  5,43E-03
50 AFE_0560_125-179 % Proteina hipotética 5,52E-02

AFE_0560_291-345 4,84E-02

AFE_0572_345-399 1,55E-02
51 - - * Proteina hipotética Dominio: Memo-like. ’

AFE_0572_577-631 2,25E-02

AFE_0573_350-404 , . . . R X 2,10E-02
52 * Proteina hipotética Dominio: AmmeMemoRadiSam system protein A.

AFE_0573_555-609 - 1,16E-02

AFE_0574_738-792 Modificacio t-traducci | 1,218 1,94E-02
53 = Proteina que contiene dominio SAM oarticacion post-traduccional, Dominio: PflA, Radical_SAM. 2 ’

AFE 0574 934-988 recambio de proteinas, chaperonas 1,91E-02

AFE_0582_71-125a P . - - 1,273 2,07E-02
54 * Proteina hipotética Dominio: DUF2283

AFE_0582_71-125b 1,269 2,14E-02
55 AFE_0583_174-228 Proteina hipotética Dominio: DUF4258 di378 2,40€-02

AFE_0583_74-128 1,445  1,72E-02

AFE_O -
56 -0595_108-162 * Lipoproteina Dominio: DUF4480

AFE_0595_314-368

AFE_0606_1107-1161 1,4 2,07E-02
57 - Proteina hipotética Dominio: CusF_Ec, Cro. {2k ’

AFE_0606_1211-1265 4,09E-02

AFE_0607_462-516 P . - L 1,37E-02
58 Proteina hipotética Dominio: Exonuc_VII_S.

AFE_0607_539-593 5,77E-03
59 Proteina de la familia DJ-1/Pfpl Prediccién de funciones generales Dominio: Glyco_transf_28, DJ-1_PfpI_N.

AFE_0630_249-303

1,413 9,94E-03
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AFE_0630_681-735 1,245 1,87E-02

AFE_0651_143-197 1,41 3,71E-02
60 - Proteina hipotética 413 ’

AFE_0651_204-258 1,497 3,14E-02

AFE_0652_455-509 Molibdopterin biosintesis proteina Metabolismo y transporte de , - 1,396  1,97E-02
61 moeB Sistema transicidn del azufre

AFE_0652_555-609 MoeB coenzimas 3,97E-02

AFE_0693_1508-1562 Regulador transcripcional Biosintesis de metabolitos secundarios, . 6,12E-03
62 i Dominio: AcoR.

AFE_0693_1621-1675 dependiente de sigma-54 transporte y catabolismo 1,48E-02

AFE_0696_110-164 Protei lutation-d diente de | 1,261 5,77E-03
63 - - gfa roteina glutation-dependiente de fa Funcién desconocida Metano y Carbono metabolismo ! ’

AFE_0696_227-281 activacién de formaldehido 1,169 6,82E-03

S-(hidroximetil) glutation Glicdlisis / Gluconeogenesis, Degradacion de acidos
AFE_0697_1027-1081 deshidrogenasa grasos, 5,45E-03
Tirosina metabolismo, Cloroalkano y cloroalkeno
64 clase Ill alcohol deshidrogenasa Conversién y produccion de energia degradacion,
Naftaleno degradacion, Metano y Carbono metabolismo,

AFE 0697 766-820 Degradacion de compuestos aromaticos. 4,10E-03

AFE_0702_1357-1411
65 - - hybC Hidrogenasa-2, subunidad grande Conversién y produccion de energia Nitrotolueno degradacién.

AFE_0702_1534-1588

AFE_0707_502-556
66 - - * Proteina hipotética Dominio: TPR.

AFE_0707_905-959

AFE_0708_120-174 . . - - . . . 7,03E-03
67 Proteina hipotética Dominio: Gly-zipper_OmpA, Rick_17kDa_Anti.

AFE_0708_41-95 6,12E-03
68 AFE_0709_171-225 * Proteina hipotética

AFE_0709_35-89

Proteina de unidn al cluster hierro-

69 |AFE_0710_440-494 * azufre, Prediccién de funciones generales Dominio: Rieske, NifU. 4,10E-03

AFE_0710_651-705 familia Rieske 1,00E-02
70 AFE_0711_1133-1187 Proteina con repeticiones de NHL Dominio: NHL. 6,12€-03

AFE_0711_909-963 6,59E-03
41 | AFE_0712_2030-2084 hypF HypF proteina de maduracién [NiFe] Modificacién post-traduccional, Dominio: Sua5_yciO_yrdC, zf-HYPF, Acylphosphatase, 4,10E-03

AFE 0712 2347-2401 hidrogenasa recambio de proteinas, chaperonas Peptidase M22 y CmcH_NodU. 8,00E-03
72 AFE_0713_217-271 hypC HypC chaperona de ensamblaje Modificacién post-traduccional, Dominio: HupF._HypC 9,94E-03

AFE_0713_32-86

hidrogenasa

recambio de proteinas, chaperonas

- 7,27E-03
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AFE_0714_396-450

Metabolismo y transporte de
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4,30E-02

73 gmhA  Fosfoheptosa isomerasa ) Lipopolisacaridos biosintesis
AFE_0714_594-648 carbohidratos 5,45E-03
74 AFE_0715_681-735 hypD-1 HypD proteina de expresion Modific.acién post-traduccional, Dominio: HypD.
AFE_0715_959-1013 formacién hidrogenasa recambio de proteinas, chaperonas
75 AFE_0716_1005-1059 hypE HypE proteina de expresion Modific.acién post-traduccional, Dominio: HypE. 2,07E-02
AFE_0716_821-875 formacién hidrogenasa recambio de proteinas, chaperonas 1,15E-02
AFE_0717_110-164 Proteina dei ion d 1,401 4,76E-02
76 - - hypA-1 roteina de Incorporacion de Prediccién de funciones generales Dominio: HypA. z ’
AFE_0717_248-302 niquel hidrogenasa 1,238 2,26E-02
AFE_0726_330-384 1,049 2,07E-02
77 - Proteina hipotética Dominio: Acetyltransf_5. ! ’
AFE_0726_496-550 1,072 2,99E-02
AFE_0751_106-160 i ili $ 6,82E-03
78 - - * Prc.>te|na dela familia de estrés Mecanismo de transduccidn de sefiales  Dominio: Usp, Lactamase_B_4. ’
universal
AFE_0751_275-329 1,82E-02
AFE_0772_1164-1218 Metaboli t te d 1,221 1,57E-02
79 - - Guanina deaminasa et ollsmoy ransporte ce Purina metabolismo z ’
AFE_0772_904-958 nuclectidos 7,37E-03
AFE_0808_719-773 * Oxidoreductasa, subunidad de union - ., , . . 2,72E-02
80 Conversién y produccion de energia Purina metabolismo
FAD
AFE_0808_948-1002 1,03E-02
AFE_0809_1969-2023 Oxidoreductasa, subunidad de unién ., ., 3 i i 7,27E-03
81 - - * Conversion y produccién de energia Purina metabolismo
AFE_0809_2151-2205 molibdopterin 1,74E-02
AFE_0810_397-451 Oxidoreduct: bunidad d io 1,96E-02
82 - - * xidoreductasa, subunidad de union Conversién y produccion de energia Dominio: CoxS, fer2, Fer2_2. ’
AFE_0810_41-95 hierro-azufre 7,80E-02
Dominio: ADH_N, ADH_zinc_N, 2-Hacid_dh_C,
83 * Zinc-alcohol deshidrogenasa Prediccion de funciones generales
AFE_0846_381-435
AFE 0846 934-988 NAD_binding_2, ELFV_dehydrog, ApbA, AlaDh_PNT_C.
AFE_0858_178-232 2,83E-02
84 - * Proteina hipotética ’
AFE_0858_339-393 Dominio: DUF488. 3,58E-02
AFE_0859_1105-1159 Piridina nucleotido-disulfuro o ‘ Dominio: Pyr_redox_2, Pyr_redox, AIF_C, Reductase_C, 1,60E-02
85 Prediccién de funciones generales Lycopene_cycl, Pyr_redox_3, NAD_binding_ 8,
AFE_0859_844-898 oxidoreductasa K_oxygenase. 1,09E-02
AFE_0871_233-287 i ili Modificacié t-traducci I, 3,55E-02
36 _ _ % Proteina de shock de calor, familia odificacion post-traducciona Dominio: ACD._sHsps-like, IbpA. ,

AFE_0871_351-405

Hsp20

recambio de proteinas, chaperonas

3,99E-02
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Modificacién post-traduccional,
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2,90E-02

87 lon-2* Proteasa La dependiente de ATP Dominio: AAA, Lon_C, Lon, LON.
AFE 0872 2290-2344 recambio de proteinas, chaperonas 1,99E-02
AFE_0936_459-513 1,333 1,35E-02
88 - - @ hoxW  Proteasa maduracidn de hidrogenasa Conversién y produccion de energia Dominio: Hycl. = ’
AFE_0936_459-513b
AFE_0937_1209-1263 4,13E-02
89 - - hoxH* [NiFe] hidrogenasa subunidad alfa Conversién y produccion de energia Dominio: HycE, Complex1_49kDa. ’
AFE_0937_768-822 1,29E-02
AFE_0938_22-76 6,92E-03
90 - - hoxY  [NiFe] hidrogenasa subunidad delta Conversién y produccion de energia Dominio: Oxidored_q6. ’
AFE_0938_462-516 1,76E-02
_ Dominio: DHODB_Fe-S_bind, NAD_binding_1,
91 AFE_0339_115-163 hoxU  [NiFe] hidrogenasa subunidad gamma Conversidn y produccién de energia
AFE 0939 442-496 FAD_binding_G, BatA .
AFE_0940_383-437
92 - - hoxF* [NiFe] hidrogenasa subunidad beta Conversién y produccion de energia Dominio: HCP_like.
AFE_0940_882-936
AFE 0953 150-204a Dominio: YbgT_YccB, 2TM, ABC2_membrane_4, TctB, 1,133 2 61E-02
93 - - Proteina hipotética - ’
AFE 0953 150-204b Acyl_transf_3, NfeD, FUSC-like. 1’53E_02
AFE_0963_726-780 3 =
94 - - Proteina de la esterilidad masculina Pared celular/membrana/biogénesis Fosforilacidn oxidativa ,71E-02
AFE_0963_849-903 4,73E-02
AFE_1033_381-435 . L L. - . 2,53E-02
95 - - Transposon resolvasa Replicacidn, recombinacion y reparacién  Dominio: Resolvase, SR_IS607_transposase_like. ’
AFE_1033_481-535 1,34 9,15E-03
AFE_1095_1059-1113 - 7,06E-03
96 - - TRAW proteina de ensamblaje de pilus Dominio: TrbC_Ftype, TraW_N. — !
AFE_1095_868-922 1,59E-02
AFE_1105_300-354 L, L L, . . 9,07E-03
97 Transposon resolvasa Replicacidn, recombinacion y reparacién  Dominio: Resolvase, SR_IS607_transposase_like.
AFE_1105_457-511 9,40E-03
AFE_1254 2313-2367 1,08E-02
98 - - Proteina hipotética Dominio: Tral_2, HD, Ndc1_Nup. ’
AFE_1254_2413-2467 1,07E-02
AFE_1263_256-310 1,301 2,72E-02
99 - - Proteina hipotética 20 ’
AFE_1263_370-424 1,399 3,72E-02
AFE 1304 225-279 Dominio: HTH_MerR-trunc, Resolvase, 1,07 1,64E-02
100 - - Transposon resolvasa Replicacién, recombinacion y reparacién ) ’ ’
AFE_1304_352-406 SR_IS607_transposase_like. 1,13 1,05E-02
AFE_1320_264-318 7,02E-03
101 - - Proteina hipotética Dominio: PRTases_typel, RNA_pol. ’
AFE_1320_488-542 4,10E-03
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AFE_1354_1083-1137 5,77E-03
102 - - Glicosido hidrolasa Pared celular/membrana/biogénesis Dominio: GT1_YqgM_like, RfaG. ’
AFE_1354_301-355 1,09E-02
AFE_1355_489-543 1,22 1,03E-02
103 - - Glicésido hidrolasa Pared celular/membrana/biogénesis Dominio: GT1_YqgM_like, RfaG. 2220 ’
AFE_1355_899-953 1,196 5,45E-03
AFE_1357_235-289 1,75E-02
104 - - Grupo 1 glicosil transferasa Pared celular/membrana/biogénesis Dominio: GT1_wbaZ_like, RfaG. ’
AFE_1357_622-676 1,16E-02
AFE_1358_122-176 1 -
105 - - Proteina hipotética 2120 1,61€-02
AFE_1358_324-378 0,891 1,42E-02
AFE 1417 414-468 Dominio: Acetyltransf_7 and Acetyltransf_8, 1,154 3.72E-02
106 - - Acetiltransferasa familia GNAT Transcripcion ! ’
AFE 1417 48-102 Acetyltransf_1, Acetyltransf_10, FR47. 7,37E-03
AFE_1418_112-166 P . - L 2,25E-02
107 Proteina hipotética Dominio: RHH_1, DUF1778.
AFE_1418_199-253 6,75E-03
AFE 1544 354-408 Metabolismo y transporte de 2 07E-02
108 - - Pirofosforilasa Dominio: QRPTase_C, Ribul_P_3_epim. ’
AFE_1544_779-833 coenzimas 3,43E-02
AFE_1551_1741-1795 3,22E-02
109 - - Sacarosa fosfato sintasa Pared celular/membrana/biogénesis Metabolismo del almidén y sacarosa ’
AFE_1551_2005-2059 1,55E-02
AFE_1552_1832-1886 5,89E-03
110 - - Sacarosa sintasa Pared celular/membrana/biogénesis Metabolismo del almidén y sacarosa !
AFE_1552_2019-2073 1,055 1,09E-02
AFE_1562_608-662 0,985 8,77E-02
111 - Proteina hipotética Dominio: PI3_P14_kinase, HipA_N. 2 ’
AFE_1562_503-557 1,353 2,30E-02
AFE_1579_138-192a p . - - 1,183 2,94E-02
112 Proteina hipotética Dominio: DUF2191.
AFE_1579_138-192b 1,142 2,48E-02
AFE_1607_776-830 1,092 3,20E-02
113 - - Proteina de secrecion, familia HlyD Pared celular/membrana/biogénesis Dominio: HlyD_3, PRK03598, Biotin_lipoyl_2, AsmA. L ’
AFE_1607_903-957 2,16E-02
AFE_1624_126-180 , . s - .
114 - - Proteina hipotética Dominio: Tetraspannin, Polysacc_synt_C, Tmemb_18A.
AFE_1624_26-80
AFE_1625_329-383 3,89E-02
115 - - Proteina hipotética ’
AFE_1625_591-645 3,14E-02
AFE_1626_51-105
116 - - @ Proteina hipotética

AFE_1626_51-105b
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1,406
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3,23E-02

117 Proteina hipotética
AFE_1628_56-110b 1,345  3,36E-02
AFE_1646_1314-1368 Modificacio t-traducci | 1,53E-02
118 - - Serina proteasa, familia DO/DeqQ oditicacion post-traduccional, Dominio: degP_htrA_DO, PDZ_serine_protease. ’
AFE 1646 1428-1482 recambio de proteinas, chaperonas 2'30E_02
AFE_1647_122-176 2,77E-02
119 - - Proteina hipotética ’
AFE_1647_22-76 4,23E-02
AFE_1716_550-604 Metaboli t te d 1,192 1,06E-02
120 - Proetina de unién a GTP ) é anolismo y transporte de Dominio: PLDc_2, Regulator_TrmB, PLDc_SF. z ’
AFE_1716_783-837 lipidos 1,164  5,89E-03
AFE_1717_192-246 1,114 4,48E-02
121 - - @ Proteina hipotética ! !
AFE_1717_192-246b 1,12 4,98E-02
AFE_1795_15-69 1,217 1,87E-02
122 - - Proteina hipotética ’ ’
AFE_1795_151-205 1,80E-02
Transportador de resistencia a
123 | AFE_1797_1222-1276 farmacos Metabolismo y transporte de Dominio: MFS, efflux EmrB, TRI12.
AFE_1797_587-641 de la familia EmrB/QacA aminodacidos
AFE_1798 158-212 1,45E-02
124 - - Proteina hipotética Dominio: TcpE. ’
AFE_1798_329-383 1,27E-02
125 AFE_1799_2258-2312 * Proteina familia alfa-glucano fosforilasa Metab<')I|smo y transporte de Metabolismo del almiddn y sacarosa 1,738-02
AFE_1799_2377-2431 carbohidratos 1,29E-02
AFE_1800_255-309 Metaboli t ted
126 - - * Proteina con dominio enolasa etabolismoy transporte de Dominio: Enolase_C.
AFE 1800 37-91 carbohidratos
Glicdlisis / Gluconeogenesis, Purina metabolismo,
127 AFE_1801_1309-1363 pyk*  Piruvato quinasa Metabolismo y transporte de Piruvato. . o 4,93E-02
carbohidratos metabolismo, Carbono metabolismo, Biosintesis
AFE_1801_612-666 aminoacidos 1,59E-02
AEE 1802 294-348 Metabolismo y transporte de Glicdlisis / Gluconeogenesis, Via de la pentosa fosfato,
; Fructosa y manosa metabolismo, Metano y Carbono
128 " Aldolasa carbohidratos
metabolismo, Fijacion de carbono en microorganismos
AFE 1802 822-876 fotosintéticos, Biosintesis de aminoacidos.
AFE_1803_1110-1164 Piridina nucledtido-disulfuro o, X - ) 2,63E-02
129 * Prediccién de funciones generales Dominio: PRK09564, Pyr_redox, Pyr_redox_dim.
AFE_1803_1210-1264 oxidoreductasa 4,03E-02
130 * Proteina hipotética

AFE_1804_111-165a

2,21E-02
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- 2,39E-02
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AFE_1807_368-422 Metabolismo y transporte de Glicélisis / Gluconeogenesis, Via de la pentosa fosfato, 0,993 4,36E-03

131 Carbohidrato quinasa, familia PfkB carbohidratos Fructosa y manosa metabolismo, Galactosa metabolismo,
Metano y Carbono metabolism, Biosintesis de

AFE_1807_548-602 aminoacidos. 1,155 8,94E-03

AFE_1808_375-429 0,994 2,86E-02
132 - - Fosfato acetil/butiril transferasa Conversién y produccion de energia Butanoato metabolismo L ’

AFE_1808_486-540 1,256 6,82E-03

Taurina y hipotaurina metabolismo, Piruvato

133 | AFE_1810_1088-1142  gepA  Acetato quinasa Conversién y produccién de energia metabolismo, 1,424 1,25e-02

AFE 1810 7-61 Metano y Carbono metabolismo. 1,22E-02

AFE_1811_150-204 2- acido dehid 1,57E-02
134 - - Oxo acido dehidrogenasa, Conversién y produccion de energia Dominio: 2-oxoacid_dh, PRK11856, lipoyl_domain. ’

AFE_1811_594-648 aciltransferasa 1,73E-02

AFE 1812 530-584 Complejo deshidrogenasa, subunidad B B ’ Glicdlisis / Gluconeogenesis, Ciclo del citrato (TCA ciclo), 6,82E-03
135 - - Conversién y produccion de energia ) ] )

AFE_1812_939-993 beta del componente E1 Piruvato metabolismo, Carbono metabolismo 1,437  1,03E-02

AFE_1813_735-789 Complejo deshidrogenasa, subunidad Glicolisis / Gluconeogenesis, Ciclo del citrato (TCA ciclo), - 1,11E-02
136 - - Conversion y produccién de energia

AFE_1813_936-990 alfa del componente E1 Piruvato metabolismo, Carbono metabolismo 1,08E-02

AFE_1814_164-2 i ini
137 - - 18 * Proteina con dominio AhpD Funcién desconocida Dominio: CMD, COG0599.

AFE_1814_46-100 alkilhidroperoxidasa

AFE_1815_455-509 Metabolismo y transporte de Glicdlisis / Gluconeogenesis, Glicina, serina y treonina 1,50E-02
138 gpml-1* Fosfogliceromutasa ; metabolismo, Metano y Carbono metabolismo,

carbohidratos

AFE 1815 745-799 Biosintesis de aminoacidos. 4,51E-02

AFE_1816_1922-1976 Metaboli t ted 9,94E-03
139 - - ppsA  Fosfoenolpiruvato sintetasa etabolismoy transporte de Piruvato metabolismo, Metano y Carbono metabolismo. !

AFE_1816_2297-2351 carbohidratos - 5,52E-02

AFE_1828 106- 1,247 8,94E-03
140 - -106-160 Lipoproteina, familia NLP/P60 Pared celular/membrana/biogénesis Dominio: LRAT, Spr. ! ’

AFE_1828_240-294 1,12 8,35E-03

AFE_1830_378-432 Biosintesis d tabolit dari 3,16E-02
141 - - Proteina con tolerancia a tolueno losintesis de meta _0 tos secundarios, Dominio: Tol_Tol_Ttg2. I !

AFE_1830_530-584 transporte y cataholismo 1,03E-02

AFE_1841_107-161 3,28E-02
142 - - Proteina hipotética ’

AFE_1841_7-61 4,55E-02

AFE 1843 1734-1788 Metaboli t te d Via de la pentosa fosfato, Fijacion de carbono en 2 88E-02
143 - - tkt-1  Transketolasa etabolismoyy transporte de 4

carbohidratos

microorganismos fotosintéticos, Carbono metabolismo,
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Biosintesis de aminoacidos.
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6,92E-03

AFE_1851_264-318

Proteina de la familia glicosil

3,87E-02
3,75E-02

4,68E-02
2,13E-02

1,78E-02
2,45E-02

1,62E-02
1,71E-02

1,58E-02
2,25E-02

1,98E-02
7,02E-03

3,15E-02
1,09E-01

1,36E-02

1,83E-02

144 * transferasa Pared celular/membrana/biogénesis Dominio: Glyco_tranf_GTA_type, Rhamno_transf.
AFE_1851_392-446
AFE_1852_137-191
145 - - * Proteina hipotética
AFE_1852_5-59
AFE_1853_144-198
146 - - * Proteina hipotética
AFE_1853_39-93
AFE_1854_267-321 Piridi leotido-disulf
147 - - * ridina nucieotido-disutturo Conversién y produccion de energia Fosforilacion oxidativa
AFE_1854_900-954 oxidoreductasa
AFE_1855_212-266
148 - - * Proteina hipotética Dominio: MFS.
AFE_1855_38-92
Dominio: BetA, GMC_oxred_C, NAD_binding_8,
149 | AFE_1856_1222-1276 * Deshidrogenasa Metabolismo y transporte de Pyr_redox_2,
AFE 1856 1377-1431 aminoacidos Lycopene_cycl, GMC_oxred_N, DAO.
AFE_1857_486-540 Metaboli t ted
150 - - * Glucosa-1 deshidrogenasa (_E abolismoy transporte de Via de la pentosa fosfato, Carbono metabolismo.
AFE_1857_605-659 lipidos
AFE_1858_203-257
151 - - * Proteina hipotética Dominio: GH15_N, Glucodextran_N.
AFE_1858_425-479
AFE 1861 152-206 Pterina-4-alfa-carbinolami Metabolismo y transporte de
152 | TR0 phhp ' erna-irata-carbinolamina Dominio: Pterin_4a, PCD_DCoH.
AFE_1861_213-267 deshidratasa coenzimas
AFE_1874_1056-1110
153 - - Adenilato ciclasa Funcién desconocida Dominio: CHAD, CYTH.
AFE_1874_1196-1250
AFE_1875_145-199 Control cicl lular, divisié Jul
154 - - Proteina tipo-ParA ontrot ciclo celufar, division celular, Dominio: ParA, Fer4_NifH, MipZ, AAA_31.
AFE 1875 434-488 division del cromosoma
AFE_1892_595-649
155 - - Proteina hipotética Dominio: PPK2, Avian_gp85, Thymidylate_kin.
AFE_1892_728-782
AFE 1893 1003-1057 Glicdlisis / Gluconeogenesis, Ciclo del citrate (TCA ciclo),
156 Dihidrolipoamida deshidrogenasa Conversién y produccion de energia Glicina, serina y treonina metabolismo, Valina, leucina e
AFE 1893 1122-1176 isoleucina degradacion, Piruvato y Carbono metabolismo.
157 Glicerofosfolipido metabolismo

AFE_1900_248-302

CDP-diacilglicerol-glicerol-3-fosfato

Metabolismo y transporte de

1,211

2,44E-02
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AFE_1900_366-420 3-fosfatidiltransferasa lipidos 1,217  1,74E-02
AFE_1925_114-168 0,998 4,10E-03
158 -7 Proteina hipotética Dominio: CBS, EFG_C. L !
AFE_1925_223-277 1,09 4,36E-03
159 AFE_1926_266—320 Proteina hipotética Dominio: NACHT, AAA_].G, NB-ARC, AFGl_ATPase, 1'266 1'16E_02
AFE_1926_432-486 Sigma54_activat, RNA_helicase, NTPase_1, RuvB_N, Miro. 6,12E-03
AFE_1951_219-273 2,45E-02
160 - - * Proteina hipotética Dominio: PBP, PEBP_bact_arch. ’
AFE_1951_449-503 3,76E-02
AFE_1959_187-241 1,436 6,82E-03
161 - - Proteina hipotética Dominio: Peptidase_A22B, RseC_MucC, CoA_binding_3. ! ’
AFE_1959_87-141 5,77E-03
AFE_1998_141-195 4,00E-02
162 - - orf3*  Proteina hipotética g
AFE_1998_338-392 7,71E-03
163 AFE_2017_285-339 Familia PspA/IM30 Transcripcion Dominio: PspA_IM30, Spc7, DASH_Dad2, 1,18E-02
AFE_2017_386-440 CENP-F_leu_zip, Prominin. 7,27E-03
AFE_2018_318-372 4,10E-03
164 - - Proteina hipotética Dominio: YbjQ_1. ’
AFE_2018_572-626 4,57E-03
AFE_2019_701-755
165 - - Proteina hipotética Dominio: YbjQ_1.
AFE_2019_814-868
166 | AFE_2024_274-328 *+  6fosfogluconato deshidrogenasa Metabolismo y transporte de Via de la pentosa fosfato, Glutatién metabolismo, 1,00E-02
AFE 2024 515-569 carbohidratos Carbon metabolismo. 1'38E_02
AFE_2026_133-187 Regulador t ipci | 1,22 3,02E-02
167 = - eguladoar transcripciona Transcripcion Dominio: HTH_ARSR, MarR_2, TrmB, Rrf2. 2 ’
AFE_2026_30-84 de la familia ArsR 4,17E-02
- 4,80E-02
168 AFE_2052_725-783 Proteina hipotética Dominio: EamA, EmrE, UPFO546, RhaT, BAF1 / ABF1. ’
AFE_2052_838-892 2,20E-02
169 AFE_2053_1901-1955 xfo Fosfoketolasa Metabolismo y transporte de Dominio: TPP_PK, XFP_C.
AFE_2053_2194-2248 carbohidratos
AFE_2054_442-496 4,75E-02
170 - Proteina hipotética Dominio: VGCC_alpha2. !
AFE_2054_670-724 3,71E-02
AFE_2081_2153-2207 Metaboli t te d 1,53E-02
171 - - * Proteina de la familia alfa-amilasa et ? Ismoyy transporte de Metabolismo del almiddn y sacarosa ’
AFE_2081_2344-2398 carbohidratos 8,27E-03
172 * Proteina de la familia alfa-amilasa Metabolismo del almidén y sacarosa

AFE_2082_558-612

Metabolismo y transporte de
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carbohidratos
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1,59E-02

AFE_2083_267-321

173 * Glicosil transferasa grupo 1 Pared celular/membrana/biogénesis Metabolismo del almidén y sacarosa

AFE_2083_657-711

AFE_2084_196-250 1,46E-02
174 = - * Proteina hipotética ’

AFE_2084_462-516 4,03E-02

AFE_2085_176-230 3,35E-02
175 - - * Proteina hipotética Dominio: Peptidase_S9, Abhydrolase_5. !

AFE_2085_7-61 5,09E-02

AFE_2086_217-271 i armi ili Modificacié t-traducci I, 3,68E-02
176 . . " II:rotze(;na de shock térmico, familia odificacion post-traducciona Dominio. ACD__sHsps-like, IbpA, BON. )

AFE 2086 350-404 sp recambio de proteinas, chaperonas 3,23E-02

AFE_2087_21-75 4,76E-02
177 - - * Proteina hipotética !

AFE_2087_93-147 4,42E-02

Glicdlisis / Gluconeogenesis, Degradacién de acidos

AFE_2088_775-829 Proteina de unién a zinc de la familia grasos,

178 * ' Prediccién de funciones generales Tirosina mFtabollsmo, Cloroalkano y cloroalkeno
alcohol deshidrogenasa degradacion,
Naftaleno degradacién, Degradacién compuestos

AFE_2088_875-929 aromaticos. 1,53E-02
179 AFE_2089_434-488 Proteina hipotética Dominio: YkuD. 2,72E-02

AFE_2089_608-662 2,80E-02
180 AFE_2172_1012-1066 beta-lactamasa Mecanismos de defensa Dominio: Beta-lactamase. 3,348-02

AFE_2172_673-727 1,79E-02

AFE_2192_224-278 1,69E-02
181 - * Proteina hipotética Dominio: DrsE. ’

AFE_2192_77-131 5,53E-02

AFE_2193_496-550 4,07E-02
182 - - apaH Diadenosina tetrafosfatasa Mecanismo de transduccién de sefiales  Purina metabolismo !

AFE_2193_781-835 - 6,88E-02

AFE_2209 - ipci 1,259 1,46E-02
183 » 459-513 % Regulador transcripcional Transcripcion Dominio: AcrR, TetR_N. ’ ’

AFE_2209_561-615 de la familia TetR 1,181 5,09E-02
184 AFE_2210_209-263 Proteina de la familia Biosintesis de metabolitos secundarios, ~ Clorociclohexano y clorobenzeno degradacion, 1,128 1,73E-02

AFE_2210_88-142 carboximetilenebutenoidasa transporte y catabolismo Fluorobenzoato degradacion. 1,084  4,77E-02

AFE_2228_433-487 Regulador KdpE taal 1,489 4,10E-03
185 - - kdpE egulacor Kdpt en respuestaala Transcripcion Sistema de dos componentes ! ’

AFE_2228_585-639 unién a ADN 1,49 1,53E-02
186 | AFE 2229 2471-2525 kdpD  Sensor de histidina quinasa KdpD Mecanismo de transduccion de sefiales  Sistema de dos componentes 2,38E-02
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AFE_2229_2626-2680 1,06 1,54E-02
AFE_2246_263-317 Modificacio t-traducci | 1,2 3,78E-02
187 - Proteina con dominio dsbG odificacion post-traduccional, Dominio: Thioredoxin_2. 7423 ’
AFE 2246 407-461 recambio de proteinas, chaperonas 1,141 4,33E-02
AFE_2248_253-307 , 1,428 5,05E-02
188 = = Lipoproteina Dominio: SIT, mltA. ! !
AFE_2248_353-407 2,79E-02
AFE_2313_109-163 2,92E-02
189 = - Proteina hipotética ’
AFE_2313_234-288 7,02E-03
AFE_2314_191-245 1,68E-02
190 - - SiXA Fosfohistidina fosfatasa SixA Mecanismo de transduccion de sefiales  Dominio: His_Phos_1, HP_PGM_like. ’
AFE_2314 91-145 1,50E-02
AFE_2316_337-391 5,26E-02
191 - - Lipoproteina Slp de membrana externa  Pared celular/membrana/biogénesis Dominio: Slp. !
AFE_2316_437-491 2,43E-02
AFE_2317_51-105 3,57E-02
192 = = @ Proteina hipotética ’
AFE_2317_51-105b - 3,99E-02
AFE_2324_1334-1388 Metabolismo y transporte de Glicdlisis / Gluconeogenesis, Via de la pentosa fosfato, 1,496 3,91E-02
Galactosa metabolismo, Purina metabolismo,
193 Fosfoglucomutasa carbohidratos Metabolismo
del almiddén y sacarosa, Amino azucar y nucleétido
AFE 2324 1476-1530 metabolismo, Estreptomicina biosintesis. 2,30E-02
AFE_2325_266-320
194 - - * Proteina hipotética Dominio: YtxH, FUSC.
AFE_2325_5-59
1os | AFE_2327_2298-2352 ATPasa tipo P translocacién de Metabolismo y transporte de Dominio: Cation_ATPase_N, COG4087, PRK10517,
AFE 2327 2437-2491 magnesio iones inorganicos E1-E2_ATPase, Cation_ATPase_C, HAD, Hydrolase_like2.
AFE_2349_1255-1309 Metaboli t ted 1,421 3,22E-02
196 - - Proteina de resistencia a multifarmacos e. abo !smoy ransporte de Dominio: MSF, efflux_EmrB. ’ ’
AFE_2349_1438-1492 aminodcidos 0,942  1,05E-02
AFE_2361_191-245 1,137 1,95E-02
197 - - N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa Pared celular/membrana/biogénesis Dominio: Amidase_3, LysM. z ’
AFE_2361_629-683 1,306 6,94E-02
AFE_2362_96-150 ificacio - i 1,324 2,30E-02
198 |- Tioredoxina Modificacién post-traduccional, Dominio: PRK10996, TRX_family. 2 ’
AFE 2362 254-308 recambio de proteinas, chaperonas 0,838 3,31E-02
AFE_2363_169-223 Modificacio t-traducci | 1,42E-02
199 - - grxC  Glutaredoxina 3 odificacion post-traduccional, Dominio: GRX_GRXb_1_3_like. ’
AEE 2363 231-285 recambio de proteinas, chaperonas 1,422 3,22E-02
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AFE_2364_112-166 Metaboli t te d 1,248 1,09E-02
200 - - Proteina con dominio tipo rodanasa etabolismoytransporte de Dominio: Rhodanese. ! ’
AFE_2364_270-324 iones inorgénicos 1,27 1,50E-02
AFE_2365_107- 1,327 1,16E-02
201 -2365_107-161 Proteina hipotética Dominio: 2TM. 3 ’
AFE_2365_168-222 1,254 7,77E-03
AFE_2366_3094-3148 Transportador de la familia ) . -0,914 6,29E-02
202 Mecanismos de defensa Dominio: ACR_tran, SecD_SecF, MMPL.
AFE_2366_3194-3248 AcrB/AcrD/AcrF 3,38E-02
AFE_2438_231-285 2,25E-02
203 - - * Proteina hipotética Dominio: SHOCT. ’
AFE_2438_82-136 1,92E-02
AFE_2439_1822-1876 Met i inio: i - -
204 . . ATPasa tipo P translocacién cobre. etabolismo y transporte de 'I?AoAn_;:Enllci)k:AD_llke, ATPase-IB1_Cu, E1-E2_ATPase,
AFE_2439_1883-1937 iones inorganicos -
A - 6,82E-
205 FE_2447_186-240 Proteina hipotética Dominio: DUF302. 82E-03
AFE_2447_247-301 1,08E-02
AFE_2448_153-207 i 1,287 6,82E-03
206 = - Proteina de unién a metales pesados Metabolismoyy transporte de Dominio: HMA. 74 !
AFE_2448 92-146 iones inorgdnicos 1,205 6,92E-03
AFE_2449_53-107 0,937 7,04E-03
207 - Proteina hipotética Dominio: NrdH. 2 ’
AFE_2449_186-240 1,131 4,10E-03
AFE_2450_231-285 1,287 1,08E-02
208 - - Proteina de la familia de citocromo C Conversién y produccion de energia Dominio: Cytochrome c, Cytochrome_CBB3. 2 ’
AFE_2450_92-146 1,319  7,37E-03
AFE_2455_210-264 1,37 3,87E-02
209 - - Proteina hipotética EIE) ’
AFE_2455_22-76 1,029 2,79E-02
AFE_2456_45-99 1,448 1,07E-02
210 = - 2 Proteina hipotética ! ’
AFE_2456_45-99b 1,39 1,07E-02
AFE_2461_161-215 1,11 9,94E-03
211 - - Proteina hipotética b !
AFE_2461_244-298 1,167 1,47E-02
AFE_2462_249-303 Metaboli t ted 1,1 1,92E-02
212 - - glnB-1 Proteina reguladora de nitrogeno P- 1 e. ano !smo v transporte de Sistema de dos componentes k) ’
AFE_2462_79-133 aminodacidos 1,199  1,35E-02
AFE_2463_719-773 P . - - 1,75E-02
213 Proteina hipotética Dominio: DUF1597.
AFE_2463_819-873 1,95E-02
AFE_2464_447-501 Metaboli t te d ini i i josil i
214 . - proB-1* Glutamato 5-quinasa etabolismo y transporte de Arginina y prolina metabolismo, Biosintesis de

AFE_2464_594-648

aminoacidos

aminoacidos.

- 1,09E-02
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AFE_2480_335-389

Proteina MerC transportador de

1,425

Anexos

6,82E-03

215 merC mercurio Dominio: PRK13755.
AFE_2480_5-59 2,07E-02
AFE_2482_1532-1586 Metaboli t te d 1,407 2,31E-02
216 - - cga Glucano 1,4-alfa-glucosidasa et c.)lsmoy ransporte de Metabolismo del almidén y sacarosa A0 ’
AFE_2482_1742-1796 carbohidratos 1,162  6,82E-03
AFE_2485_18-72 1,054 4,18E-02
217 - Transposasa, degenerada Dominio: DUF3330. ’ ’
AFE_2485_126-180 0,914 9,15E-03
AFE_2489 - 2,22E-02
218 = -165-219 Proteina hipotética ’
AFE_2489 _65-119 1,22E-02
AFE_2490_174-228
219 - - Proteina hipotética
AFE_2490_40-94
AFE_2494_201-255 P . - - 1,212 1,32E-02
220 Proteina hipotética Dominio: DUF3579.
AFE_2494_85-139 1,431  1,82E-02
AFE_2495_175-229 1,21 5,33E-02
221 = - Proteina hipotética 72 !
AFE_2495_50-104 1,397  1,22E-02
AFE_2500_9-63 1,055 1,05E-02
222 = =32 Proteina hipotética ! ’
AFE_2500_9-63b 1,035  1,11E-02
AFE_2505_1626-1680 . s N s L - 1,227 6,12E-03
223 Proteina B transposicion transposon Replicacién, recombinacidn y reparacion Dominio: rve, HTH_28, HTH_29.
AFE_2505_1824-1878 1,196 1,87E-02
AFE_2506_369-423 L. - 6,82E-03
224 Transposon transposasa A Dominio: Tn7_Tnp_TnsA_C, Tn7_Tnp_TnsA_N.
AFE_2506_501-555 6,12E-03
AFE_2518_54-108 4,69E-02
225 - - 2 Proteina hipotética Dominio: F-box. ’
AFE_2518 54-108b 4,89E-02
AFE_2526_34-88 1,037 1,87E-02
226 - - Hidrolasa Prediccién de funciones generales Arginina y prolina metabolismo z ’
AFE_2526_653-707
AFE_2599_141-195
227 - - * Proteina hipotética Dominio: DrsE_2.
AFE_2599_246-300
AFE_2600_146-200 2,86E-02
228 - - * Proteina hipotética Dominio: SirA_YedF_YeeD, TusA. ’
AFE_2600_44-98 1,22E-02
AFE_2640_135-189
229 - - * Proteina hipotética Dominio: Lactamase_B.

AFE_2640_19-73
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AFE_2641_112-166

Regulador transcripcional de la

Anexos

1,15E-02

230 * Transcripcion Dominio: HTH_ARSR.
AFE_2641_241-295 familia ArsR 3,11E-02
231 AFE_2642_428-482 Proteina hipotética Dominio: MFS.
AFE_2642_978-1032
AFE_2643_166-220 1,54E-02
232 - - Proteina hipotética Dominio: DrsE. ’
AFE_2643_288-342 1,35E-02
AFE_2644_518-572 Proteina de la famili 4,80E-02
233 - - roteina de fa tamfia Prediccién de funciones generales Domminio: Lactamase_B. ’
AFE_2644_618-672 metalo-beta-lactamasa 4,84E-02
234 AFE_2647_43-97a Proteina hipotética
AFE_2647_43-97b
AFE_2648_204-258 3,82E-02
235 = = Proteina hipotética ’
AFE_2648_378-432 1,352 2,16E-02
AFE_2657_42-96 1,355 2,53E-02
236 = - @ * Proteina hipotética L ’
AFE_2657_42-96b 1,418 2,52E-02
237 AFE_2659_1126-1180 Proteina de la familia amino Me.tabfalfsmo y transporte de Dominio: PotE, AA_permease. 1,03 7,43E-02
AFE_2659_905-959 4cido permeasa aminodacidos 1,447 2,47E-02
AFE_2666_131-185 Modificacié t-traducci | 1,074 2,68E-02
238 - grpE  GrpE co-chaperona odificacion post-traduccional, Dominio: GrpE. ! ’
AFE_2666_434-488 recambio de proteinas, chaperonas 1,031 3,73E-02
AFE_2719_123-177 - 1,57E-02
239 - - @ Proteina hipotética Dominio: Gly_radical. ’
AFE_2719 123-177b - 1,53E-02
AFE_2726_109-163 1 1,92E-02
240 = - Proteina hipotética ’
AFE_2726_268-322 - 1,09E-02
AFE_2743_346-400 Metaboli t te d 1,085 3,22E-02
241 - - dapF Diaminopimelato epimerasa etabolismoy transporte de Lisina biosintesis, Biosintesis de aminodcidos. 2 ’
AFE_2743_544-598 aminodacidos - 1,80E-02
AFE_2744_141-195 1,203 1,53E-02
242 - Proteina hipotética Dominio: KorB, mIF3. ! ’
AFE_2744_26-80 1,377  1,57E-02
AFE_2745_273-327 1,099 3,61E-02
243 = Proteina hipotética Dominio: RseA_C, GAF_2, bZIP_2. - ’
AFE_2745_382-436 1,057 3,14E-02
AFE 2746 791-845 Dominio: xerC, DNA_BRE_C, Phage_integrase, 1.1 1,60E-02
244 - - xerC  Tirosina recombinasa XerC Replicacién, recombinacion y reparacién ! ’

AFE_2746_891-945

Phage_int_SAM_1, HALZ.

0,998 2,11E-02
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1,061 2,71E-02

245 rpoH*  Factor sigma-32 ARN polimerasa Transcripcion Dominio: Sigma70_r4, rpoH_proteo, Sigma70_r2.
AFE_2750_514-568 1,207 6,09E-02
AFE_2769_1182-1236 1,22E-02
246 - - Endonucleasa de restriccion Mecanismos de defensa Dominio: zf-C4_Topoisom, Mrr_cat. ’
AFE_2769_898-952 3,53E-02
AFE_2773_696-750 Modificacid t-traducci l, inio: i 2,30E-02
247 . | yghU  Glutation S-transferasa odificacion post-traducciona Dominio PRK11|.152, GST_C_YghU_like, ,
AFE_2773_826-880 recambio de proteinas, chaperonas GST_N_Ure2p_like. 2,12E-02
AFE_2776_1310-1364 Metaboli t te d 1,351 1,37E-02
248 - - Benzoilformato descarboxilasa e. 2 f)!smo y transporte de Aminobenzoato degradacion z ’
AFE_2776_1551-1605 aminodacidos 1,16E-02
AFE_2777_391-445
249 - - Proteina hipotética Dominio: Abhydrolase_5, Hydrolase_4.
AFE_2777_567-621
AFE_2778_249-303 2,53E-02
250 - - Proteina hipotética Dominio: PHA02517. ’
AFE_2778 36-90 3,41E-02
AFE_2779_1822-1876 Metaboli t ted 1,82E-02
251 - - ATPasa tipo P translocacion de cobre etabolismoy transporte e Dominio: HAD_like, E1-E2_ATPase. ’
AFE_2779_1883-1937 iones inorgdnicos - 1,17E-02
AFE_2796_396-450 Regulador t ipci Idel 1,291 3,40E-02
252 =T egulacor transcripcional de fa Transcripcién Dominio: HTH_ARSR. ! ’
AFE_2796_570-624 familia ArsR 1,242 6,53E-03
AFE_2814_372-426 1,109 1,52E-02
253 - - Proteina hipotética 2 ’
AFE_2814_491-545 1,97E-02
AFE_2834_591-645 1,49E-02
254 - - * Proteina hipotética Dominio: Band_7, HfIC, SPFH_paraslipin. ’
AFE_2834_880-934 - 1,55E-02
AFE_2835_280-334 1,421 8,57E-03
255 = * Proteina hipotética Dominio: NfeD. 2 ’
AFE_2835_380-434 - 2,73E-02
AFE_2836_1869-1923 i ificacio -alfa- Metaboli t ted 1,331 3,04E-02
256 _ _ glgB* P;’:ct:rl‘r:)a de ramificacion 1,4-alfa etabolismo y transporte de Metabolismo del almidén y sacarosa , 3
AFE_2836_2041-2095 8 carbohidratos 1,485  4,10E-03
AFE_2837_116-170 1,384 7,05E-03
257 - - Proteina hipotética 2 !
AFE_2837 62-116 - 1,09E-02
AFE_2867_115-169 1,045 3,58E-02
258 - - Proteina de la familia tioredoxina Conversién y produccion de energia Dominio: Thioredoxin_3. - ’
AFE_2867_15-69 1,111 1,90E-02
AFE_2868_114-168 - 7,37E-03
259 - Proteina hipotética Dominio: Hemerythrin, Rnk_N. !

AFE_2868_310-364

- 4,10E-03
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560 | AFE_2869_277-331 Proteina H sistema de escisién de Metabolismo y transporte de Glicina, serina y treonina metabolismo, 5,51E-03
AFE 2869 44-98 glicina aminoéacidos Glioxilato y dicarboxilato metabolismo. 1,03E-02
AFE_2885 223-277 1,054 2,39E-02

261 - - Proteina de la familia PemK Mecanismo de transduccién de sefiales  Dominio: PemK. 05 ’
AFE_2885_323-377 1,183 2,77E-02
AFE_2886_3-57 1,257 3,47E-02

262 - - Proteina de la familia Peml Mecanismo de transduccién de sefiales  Dominio: Antitoxin-MazE. ’ ’
AFE_2886_157-211 1,12E-02
AFE_2892_249-303 P . - - 1,03E-02

263 Proteina hipotética Dominio: ATP-synt_8.

AFE_2892_92-146 6,12E-03
AFE_2894 178-232
264 - - Proteina hipotética Dominio: MDMPI_C.
AFE_2894_82-136
AFE_2895_1545-1599 6,75E-03

265 - - Ftsl peptidoglicano sintetasa Pared celular/membrana/biogénesis beta-Lactam resistencia, Biosintesis de peptidoglican. ’
AFE_2895_669-723 1,15E-02
AFE_2910_1493-1547 , . . - 6,60E-02

266 Proteina hipotética Dominio: AAA_PrkA, PRK15455, PrkA.

AFE_2910_1804-1858 1,42E-02
AFE_2912_1251-1305 , . . - 2,70E-02

267 Proteina hipotética Dominio: PRK05325, Seryl_tRNA_N, TMF_TATA_bd.

AFE_2912_798-852 1,57E-02
AFE_2913 1208-1262 0,915 3,72E-02

268 - Proteina de la familia SpoVR Funcién desconocida Dominio: SpoVR. L ’
AFE_2913_1422-1476 1,116 2,79E-02
AFE_2923 613-667 0,955 4,38E-02

269 - - D-alanil-D-alanina carboxipeptidasa Pared celular/membrana/biogénesis Biosintesis de peptidoglican 2 !
AFE_2923_843-897 1,50E-02
AFE_2929_707-761 Fosfolipido-acil-graso-cicl 9,07E-03

270 - - cfa osiclipido-acil-graso-ciclopropano Pared celular/membrana/biogénesis Dominio: AdoMet_Mtases, Cfa. ’
AFE_2929_852-906 sintetasa 6,88E-03
AFE_2930_240-294

271 - - Proteina hipotética Dominio: DUF1211.

AFE_2930_491-545
AFE_2931_2329-2383 Exodeoxiribonucleasa V L, o, o L, 3 1,03E-02

272 recC* Replicacién, recombinacion y reparacién  Recombinaciéon homdloga
AFE_2931_3238-3292 subunidad gamma 1,347 3,47E-02
AFE_2932_3234-3288 6,82E-03

273 - - recB  Exodeoxiribonucleasa V subunidad beta Replicacidn, recombinacion y reparacion Recombinacién homdloga I ’
AFE_2932_3361-3415 - 2,09E-02
AFE_2945_257-311 Modificacion post-traduccional 1,447  4,10E-03

274 | TETT- msrB  Metionina-R-sulfoxido reductasa odificacion post-traduccional, Dominio: PRK00222, TF_Zn_Ribbon, zf-MssS51. u ¢

AFE_2945_66-120

recambio de proteinas, chaperonas

1,399 5,45E-03
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275 AFE_2946_243-297 msrA rP:(;):iciz;?etionina (S)-S-oxido Modific'acién post-ltraduccional, Dominio: PMSR. 1,165 1,90E-02
AFE_2946_449-503 recambio de proteinas, chaperonas 1,231 1,85E-02
AFE 2971 1521-1575 Metaboli t te d Purina metabolismo, Selenocomponentes metabolismo, 0971 5 35E-03
276 - ysNC  Sulfato adenililtransferasa etabolismoy transporte de _ L ’
AFE_2971 1712-1766 iones inorganicos Metabolismo de azufre. 1,367  9,77E-02
_ iosi i ; ; Dominio: AdoMet_MTases, Methyltransf_23, -
277 AFE_2979_453-507 Proteina con dominio WhbD Biosintesis de metabolitos secundarios, 1,46E-02
AFE 2979 729-783 transporte y catabolismo Methyltransf_11, MTS, CMAS. 1,03E-02
AFE_3017_678-732 1,01 6,44E-03
278 = - Proteina hipotética Dominio: AsmA, DctA-YdbH. 2 ’
AFE_3017_864-918 1,304 1,05E-02
AFE_3018_876-930 Proteina fosf Ipi t Metaboli t ted 1,066 2,09E-02
279 - - ptsl roteina tostoenolpiruvato et c.)lsmoy ransporte de Sistema de fosfotransferasa (PTS) ! ’
AFE_3018 1557-1611 fosfotransferasa carbohidratos 0,949  9,07E-03
AFE_3019_176-230 Metaboli t te d 1,147 1,55E-02
280 - - ptsH*  Proteina fosfotransportadora Hpr etabolismoytransporte de Dominio: PTS-HPr, PTS-HPr_like. 2 ’
AFE_3019_2-56 carbohidratos 7,71E-03
AFE 3071 40-94 Dominio: Gly-zipper_Omp, Gly-zipper_YMGG, 1.2 1,99E-02
281 = - @ Proteina hipotética _ BZEE ’
AFE_3071_40-94b Gly-zipper_OmpA. 1,288  1,53E-02
AFE_3078_37-91 1,12 2,05E-02
282 = = @ * Proteina hipotética Dominio: Psb), DUF2892. ! ’
AFE_3078_37-91b 2,35E-02
283 AFE_3086_2008-2062 - Proteina de la membrana plasmatica de Metabolismo y transporte de Fosforilacion oxidativa 2,42E-02
AFE_3086_2207-2261 salida de protones tipo P ATPasa iones inorgénicos 1,70E-02
AFE_3087_79-133 1,67E-02
284 - - @ * Proteina hipotética ’
AFE_3087_79-133b - 1,92E-02
AFE_3095_400-454 inio: i 1,33 3,75E-02
285 . _ Proteina hipotética 3;3:[1)m|o COG1611, Lysine_decarbox, DNA_processg_A, " )
AFE_3095_602-656 ) 1,184 2,88E-02
AEE 3097 22-76 Glicina, serina y treonina metabolismo, 1,27 3 07E-02
286 - - thrB  Homoserina quinasa Prediccién de funciones generales 2 ’
AFE 3097 503-557 Biosintesis de aminodcidos. 2,68E-02
AFE_3116_141-195
287 - - * Proteina hipotética Dominio: DrsE_2.
AFE_3116_246-300
AFE_3117_146-200 3,22E-02
288 - - * Proteina hipotética Dominio: SirA_YedF_YeeD, TusA. I ’
AFE_3117_44-98 - 1,37E-02
AFE_3118_1008-1062 Piridi leotido-disulfi 1,464 1,00E-01
289 - - ridina hucleotido-disutturo Prediccién de funciones generales Dominio: Pyr_redox_2, Pyr_redox_3. 2 ’

AFE_3118_1070-1124

oxidoreductasa




290

AFE_3157_181-235
AFE_3157_240-294

ISAfe6, transposasa, degenerada

Dominio: HTH_33, MDMPI_N, P22_Cro, ALF, Flg_hook.

Anexos

3,47E-02
4,04E-02

291

AFE_3159_156-210

AFE_3159_256-310

Proteina hipotética

Dominio: Phage_GP20, YIgD.

292

AFE_3161_577-631

AFE_3161_939-993

Proteina de la familia D-isémero

especifico

2-hidroxiacido deshidrogenasa

Conversidn y produccién de energia

Piruvato metabolismo.

2,67E-02

- 2,37E-02

293

AFE_3165_1078-1132

AFE_3165_911-965

Proteina hipotética

1,041 1,10E-02
1,194 1,09E-02

294

AFE_3222_474-528

AFE_3222_846-900

Proteina de la familia

ADP-ribosilglicohidrolasa

Modificacién post-traduccional,

recambio de proteinas, chaperonas

Dominio: ADP_ribosyl_GH, Rick_17kDa_Anti, rve_3.

- 1,37E-02
- 1,57E-02

295

AFE_3223_214-268

AFE_3223_275-329

Proteina de la familia WrbA

Prediccién de funciones generales

Dominio: FMN_red, Terminase_5.

1,194 1,67E-02
1,243 1,32E-02

296

AFE_3225_33-87a
AFE_3225_33-87b

Proteina hipotética

Dominio: PLDc_SF.

1,077 2,28E-02
1,084 1,87E-02

297

AFE_3270_1391-1445

AFE_3270_1506-1560

Proteina hipotética

Dominio: HATPase_c.

1,096 3,58E-02
1,202 1,65E-02

298

AFE_3280_388-442
AFE_3280_489-543

Proteina hipotética

Dominio: PBP.

- 2,07E-02

2,20E-02

299

AFE_3281_134-188
AFE_3281_20-74

hynD*

Hidrogenasa maduracién proteasa

Conversién y produccién de energia

Dominio: H2MP_MemB-H2up, frhD.

300

AFE_3282_160-214

AFE_3282_319-373

hynH*

Proteina de expresion hidrogenasa

Dominio: HupH_C.

301

AFE_3283_231-285

AFE_3283_695-749

hyns*

[Ni/Fe] hidrogenasa, subunidad
pequefia

Conversién y produccién de energia

Nitrotolueno degradacién.

5,77E-02
4,13E-02

302

AFE_3284_219-273

AFE_3284_462-516

isp1*

Proteina hipotética

Conversién y produccién de energia

Dominio: Nitrate_red_gam.

1,61E-02
3,43E-02

303

AFE_3285_245-299

AFE_3285_730-784

isp2*

Proteina de anclaje hierro-azufre

Conversién y produccién de energia

Dominio: CCG, GIpC, Fer4_17.

304

AFE_3286_1372-1426

hynL*

[Ni/Fe] hidrogenasa, subunidad grande

Conversién y produccién de energia

Nitrotolueno degradacién.

1,50E-02
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AFE_3286_1498-1552

AFE_3287_288-342

Proteina de incorporacion de

305 hypA-2* Prediccién de funciones generales Dominio: HypA.
AFE_3287_39-93 niquel hidrogenasa HypA

306 AFE_3288_24-78 hypB-2* Proteina de incorporacion de niquel Modificacion post-traduccional, Dominio: Ferd NifH.
AFE_3288_673-727 hidrogenasa HypB recambio de proteinas, chaperonas

307 AFE_3289_109-163 hypC-2* Chaperona de ensamblaje Modificacién post-traduccional, Dominio: HupF_HypC.
AFE 3289 3-57 hidrogenasa HypC recambio de proteinas, chaperonas

308 AFE_3290_585-639 hypD-2* Proteina expresién/formacion Modificacién post-traduccional, Dominio: HypD.

AFE_3290_687-741

hidrogenasa HypD

recambio de proteinas, chaperonas

Anexos

1,09E-02

7,27E-03
9,07E-03
4,10E-03
4,10E-03
6,89E-03
6,82E-03

Anexo 6 Genes relacionados con la formacion de biopalécglie se encuentran reprimidos en células sésitesetrazol contra células planctonicas con
tetrazol. Para cada gen se utilizaron dos oligaditiclos para identificar sus niveles de ARNm. Skcan el valor de expresion promedio obtenido ds tre
réplicas biolégicas independientes analizadas issitzaimente con el test-t de Benjamini-Hochbesyvalores<-1,5y () valores> -1,5 y<-1,0. Un asterisco

(*) indica aquellos genes que también son reguladoL)S.

Oligonucleétido

N° ORF ; posicion Gen Descripcion de la proteina Clasificacion COG Clasificacion KEGG Promedio Estadistica
1 AFE_0032_1328-1382 Proteina de la membrana Trafico intracelular, secrecién y Sistema de secrecion bacteriana -1,019 3,87E-02
AFE_0032_1533-1587 interna transporte vesicular Exportacion de proteinas -1,073  7,02E-03
2 AFE_0045_354-408 Proteina inducida por Metabolismo y transporte de Dominio: RHOD. -1,395 2,59E-02
AFE_0045_454-508 azufre/pirita/tiosulfato/sulfuro iones inorgdnicos 1,05E-01
AFE_0191_188-242 R lador t ipci | -1,122 1,10E-02
3 - - egulador transcripciona Replicacién, recombinacion y reparacion ~ Dominio: HTH_8. ’ ’
AFE_0191_54-108 de la familia Fis -0,933 1,35E-02
AFE_0223_525-579 UDP-3-0-acil N-acetilgl i 7,27E-03
4 - - IpxC achl N-acetliglucosamina Pared celular/membrana/biogénesis Lipopolisacdridos biosintesis ’
AFE_0223_654-708 deacetilasa 9,84E-03
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5 AFE_0288_2059-2113 metE 5-metiltetrahidropteroiltriglutamato Metabolismo y transporte de Selenocomponentes
AFE_0288_2231-2285 homocisteina S-metiltransferasa aminodcidos metabolismo, Biosintesis de aminoacidos - 4,57E-03
AFE_0289_125-179 . UbiE metiltransferasa biosintesis Metabolismo y transporte de o . ) L -1,319 6,82E-03
6 ubiE Ubiquinona y otros terpenoides quinona biosintesis
AFE_0289_554-608 ubiquinona/menaquinona coenzimas -1,09 2,13E-02
AFE_0306_526-580 - 2,79E-02
7 - - Proteina de la familia OmpA Pared celular/membrana/biogénesis Dominio: OmpA_C-like. ’
AFE_0306_97-151 - 6,12E-03
AFE 0311 925-979 Traduccion, estructura ribosomal y -1,234 3,73E-02
8 - - tuf-2 Factor de elongacion Tu ] ] Dominio: Factor de elongacion Tu ’ ’
AFE_0311_986-1040 biogénesis -1,385 1,60E-02
AFE_0313_248-302 Trafico intracelular, i6 Sistema de secrecion bacteriana -1,386  4,10E-03
9 - - secE Preproteina subunidad translocasa SecE raico Intracelular, secrecion'y y ) 2 ’
AFE_0313_64-118 transporte vesicular Exportacion de proteinas -1,051 2,25E-02
AFE_0314_177-231 Factor de transcripcion NusG o " - 6,92E-03
10 nusG Transcripcion Dominio: nusG, NGN_Bact_1, KOW_NusG.
AFE_0314_476-530 terminacién/antiterminacion 1,37E-02
- Traduccion, estructura ribosomal y 1,44E-02
11 AFE_0315_270-324 rplK Proteina ribosomal 50S L11 RIBOSOMA ’
AFE_0315_78-132 biogénesis -1,228 2,77E-02
AFE 0316 306-360 Traduccidn, estructura ribosomal y - 3.34E-02
12 - rplA  Proteina ribosomal 508 L1 _ _ RIBOSOMA ’
AFE_0316_439-493 biogénesis 2,33E-02
AFE 0317 103-157 Traduccion, estructura ribosomal y 3.52E-02
13 - rpll  Proteina ribosomal 50S L10 _ _ RIBOSOMA !
AFE_0317_380-434 biogénesis - 2,09E-02
_ Traduccion, estructura ribosomal y -1.41 1,95E-02
14 AFE_0318_243-297 rplL Proteina ribosomal 50S L7/L12 RIBOSOMA 2 ’
AFE_0318_67-121 biogénesis - 2,35E-02
AFE 0325 925-979 Traduccion, estructura ribosomal y -1,235 3,76E-02
15 - tuf-1  Factor de elongacién Tu _ _ Dominio: Factor de elongacién Tu z ’
AFE_0325_986-1040 biogénesis -1,382 1,57E-02
AFE 0326 17-71 Traduccidn, estructura ribosomal y -1,209 9,94E-03
16 - rps]  Proteina ribosomal 30S 510 _ _ RIBOSOMA ! !
AFE_0326_255-309 biogenesis -1,373  1,23E-02
. Traduccidn, estructura ribosomal y 0,921 6,81F-03
17 AFE_0327_114-168 rplC  Proteina ribosomal 50S L3 RIBOSOMA - !
AFE_0327_264-318 biogénesis -1,189 8,24E-03
AFE 0328 359-413 Traduccion, estructura ribosomal y -1.24 8 34E-03
18 - rplD  Proteina ribosomal 50S L4 _ _ RIBOSOMA 245 8,
AFE_0328_541-595 biogénesis -1,262  3,04E-02
19 AFE_0329_13-67 rplw Proteina ribosomal 50S L23 Traduccidn, estructura ribosomal y RIBOSOMA -1,186  2,92E-02
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AFE_0329_169-223 biogénesis -1,274  1,34E-02
AFE 0330 555-609 Traduccion, estructura ribosomal y -1.02 1,90E-
20 - rplB  Proteina ribosomal 50S L2 RIBOSOMA ’ +90E-02
AFE_0330_748-802 biogénesis -1,102  1,26E-02
AFE 0331 192-246 Traduccidn, estructura ribosomal y -1.124 4,10E-0
21 i rpsS  Proteina ribosomal 30S $19 RIBOSOMA ! ! 3
AFE_0331_51-105 biogénesis 41,199 1,09E-02
AFE 0333 122-176 Traduccidn, estructura ribosomal y -1,153 6,07E-
22 - rpsC  Proteina ribosomal 30S S3 _ _ RIBOSOMA L /07E-03
AFE_0333_573-627 biogénesis -1,233  1,79E-02
AFE 0334 226-280 Traduccion, estructura ribosomal y -1.336 1,48E-0
23 - rplP Proteina ribosomal 50S L16 o RIBOSOMA ! ! 2
AFE_0334_363-417 biogénesis -1,32 1,57E-02
AFE 0335 144-198 Traduccidn, estructura ribosomal y -1.195 1.30E-0
24 - rpmC  Proteina ribosomal 50S L29 RIBOSOMA ! ’ 2
AFE_0335_8-62 biogénesis -1,053  3,53E-02
AFE 0336 197-251 Traduccion, estructura ribosomal y 111 1,95E-0
25 - rpS17  Proteina ribosomal 30S S17 _ _ RIBOSOMA ! ! 2
AFE_0336_7-61 biogénesis -0,993 2,72E-02
AFE 0338 151-205 Traduccidn, estructura ribosomal y -1,138 5,31E-0
26 - rpIX  Proteina ribosomal 50S L24 o RIBOSOMA L ! 2
AFE_0338_17-71 biogénesis -1,051  2,34E-02
AFE 0339 349-403 Traduccion, estructura ribosomal y -1.333 1,50E-
27 - rplE  Proteina ribosomal 50S L5 RIBOSOMA L +S0E-02
AFE_0339_478-532 biogénesis -1,103  6,95E-02
AFE 0340 132-186 Traduccion, estructura ribosomal y -1,269 3,44E-0
28 - rpsN  Proteina ribosomal 30S 514 _ _ RIBOSOMA ! ! 2
AFE_0340_35-89 biogénesis -0,97 7,06E-02
AFE 0341 179-233 Traduccidn, estructura ribosomal y -1,069 2,57E-
29 - rpsH  Proteina ribosomal 30S S8 _ _ RIBOSOMA z ,S7E-02
AFE_0341_306-360 biogénesis -1,19  2,14E-02
~ Traduccion, estructura ribosomal y q -
30 AFE_0342_315-369 rplF  Proteina ribosomal 50S L6 RIBOSOMA 1,134 9,91E-03
AFE_0342_465-519 biogenesis -1,094 1,35E-02
_ Traduccion, estructura ribosomal y -1.269 1,58E-0
31 |AFE-0343.232-286 rplR  Proteina ribosomal 50S L18 RIBOSOMA ’ ’ 2
AFE_0343_81-135 biogénesis -1,299  6,82E-03
AFE 0344 374-428 Traduccidn, estructura ribosomal y -1.092 5.65E-
32 - rpsE  Proteina ribosomal 30S S5 _ _ RIBOSOMA Z /65E-02
AFE_0344_474-528 biogenesis -1,205 3,15E-02
AFE 0345 126-180 Traduccion, estructura ribosomal y -1.101 8,02E-0
33 - rpmD  Proteina ribosomal 50S L30 _ _ RIBOSOMA ! ! 3
AFE_0345_26-80 biogénesis -1,031  1,13E-02
34 AFE_0346_237-291 rplO Proteina ribosomal 50S L15 Traduccidn, estructura ribosomal y RIBOSOMA 3,07E-02
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AFE_0346_337-391 biogénesis -1,392  1,26E-02
35 AFE_0347_1134-1188 secY Preproteina SecY subunidad Tréfico intracelular, secrecién y Sistema de secrecion bacteriana -1,27 1,56E-02
AFE_0347_886-940 translocasa transporte vesicular Exportacion de proteinas -1,329 1,88E-02
AFE_0348_411-465 Metaboli t ted -1,24 1,55E-02
36 e adk  Adenilato quinasa clabolismoyy fransporte de PURINA METABOLISMO 2431,
AFE_0348_586-640 nuclectidos -1,437 4,10E-03
AFE 0349 139-193 i Traduccidn, estructura ribosomal y -1,363 1,25E-02
37 - - infA Factor de iniciacién de la traduccién IF-1 ) ) Dominio: Factor IF1, S1-like. 2 ’
AFE_0349_17-71 biogénesis 7,37E-03
AFE 0350 60-114 Traduccion, estructura ribosomal y 1,97E-02
38 - @ rpmJ  Proteina ribosomal 50S L36 o RIBOSOMA !
AFE_0350_60-114b biogénesis 1,99E-02
AFE 0351 225-279 Traduccidn, estructura ribosomal y 7.27E-03
39 - rpsM  Proteina ribosomal 30S S13 RIBOSOMA !
AFE_0351_46-100 biogénesis -1,339  1,15E-02
AFE 0352 106-160 Traduccion, estructura ribosomal y 1,03E-02
40 - rpsKk  Proteina ribosomal 30S S11 ) ) RIBOSOMA !
AFE_0352_215-269 biogénesis 1,86E-02
AEE 0353 431-485 Traduccidn, estructura ribosomal y 2 07E-02
41 - - rpsD Proteina ribosomal 30S S4 o RIBOSOMA !
AFE_0353_531-585 biogénesis 3,71E-02
AFE_0354_166-220 Subunidad alfa ARN polimerasa o PURINA METABOLISMO, PIRIMIDINA METABOLISMO, 6,47E-02
42 rpoA Transcripcion
AFE_0354_734-788 dirijida a ADN RNA POLIMERASA -1,41 2,65E-02
AFE_0368_635-689 . Metabolismo y transporte de Glicina serina y treonina metabolismo, Metano y -1,003 1,76E-02
43 serB Fosfoserina fosfatasa
AFE 0368 735-789 aminoacidos Carbono metabolismo, Biosintesis de aminoacidos -1,069 1,97E-02
AFE 0392 198-252 Traduccidn, estructura ribosomal y 1,1 2,85E-02
44 - rbfA  Factor A de unién a ribosoma _ _ Ribosoma biogénesis ! !
AFE_0392_280-334 biogénesis -1,174  1,65E-02
R ; Biosintesis de acidos grasos, Biotina metabolismo, g -
45 AFE_0420_101-155 fabl Enoil-(acil-proteina-carrier) reductasa Metabolismo y transporte de 1,342 3,08E-02
AEE 0420 484-538 lipidos Metabolismo de acidos grasos -1,279 6,82E-03
AFE_0421_1579-1633 T icosi in liti -1,14 7,62E-03
46 - - mitD ransglicosilasa D murein litico de Prediccién de funciones generales Dominio: mitD. 1145 !
AFE_0421_1740-1794 unién a membrana -1,332 5,77E-03
AFE_0492_153-207 -1,2 1,64E-02
47 - - ppa Pirofosfatasa inorganica Conversién y produccion de energia Fosforilacion oxidativa 232 ’
AFE_0492_379-433 -1,283  2,20E-02
AFE_0530_562-616 Metaboli t te d -0,944 1,50E-02
48 - - Carbohidrato quinasa, familia PfkB eta (.Jlsmo y transporte de Purina metabolismo 2 ’
AFE_0530_849-903 carbohidratos -1,176 1,67E-02
49 AFE_0532_397-451 metK  S-adenosilmetionina sintetasa Metabolismo y transporte de Cisteina y metionina metabolismo, -1,25 1,89E-02
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AFE_0532_614-668 coenzimas Biosintesis de aminodcidos. -1,008 5,30E-02
AFE_0533_42-96 4,57E-03
50 - - @ Proteina hipotética !
AFE_0533_42-96b 4,44E-03
AFE_0534_1242-1296 Metabolismo y transporte de -1,2 1,09E-02
51 - - ahcY S-adenosil-L-homocisteina hidrolasa Cisteina y metionina metabolismo = ’
AFE_0534_1344-1398 coenzimas -1,388 1,63E-02
AFE_0535_480-534 5,10-metil tetrahidrofolat Metaboli t ted L. . -1,467 1,18E-02
52 - - metF metiienotetrahidrototato e.a © !smoy ransporte ae Deposito de carbon por folato, Carbono metabolismo 4 ’
AFE_0535_595-649 reductasa aminodcidos 1,57E-02
Fijacién de carbono en microorganismos
53 | AFE_0536_464-518 cbbP  Fosforibuloquinasa Conversién y produccién de energia fotosinteéticos, 0,955  8,35E-03
AFE_0536_573-627 Carbono metabolismo -1,134  1,42E-02
AFE_0569_211-265 Proteina de la familia » . . -1,152  9,94E-03
54 Funcién desconocida Dominio: YkuD.
AFE_0569_324-378 ErfK/YbiS/YcfS/YnhG -1,057 2,45E-02
55 AFE_0636_267-321 Undecaprenil pirofosfato fosfatasa Mecanismos de defensa Biosintesis de peptidoglican -0,966  4,10E-03
AFE_0636_550-604 -1,105 1,42E-02
AFE_0864_1044-1098 T tador d istencia a fa -1,266 2,42E-02
56 - - ransportador de resistencia a farmacos Prediccidn de funciones generales Dominio: MFS, efflux_EmrB. : ’
AFE_0864_1239-1293 de la familia EmrB/QacA 1,51E-02
Glicina, serina y treonina metabolismo, Metano y Carbono
metabolismo, Vitamina B6 metabolismo, Biosintesis de
57 | AFE_0895_825-879 serC Fosfoserina aminotransferasa Metabolismo y transporte de aminoécidos. -1,188 1,87E-02
inodcid metabolismo, Vitamina B6 metabolismo, Biosintesis de
AFE_0895_936-990 aminoacidos aminoécidos. -1,068 8,01E-02
AFE_0905_120-174 . Factor de int ién alh dero, L L L. - - 1,15E-02
58 - - ihfB actor de integracion al hospedero Replicacién, recombinacion y reparacion ~ Dominio: Bac_DNA_binding, DUF4496, CHDNT. ’
AFE_0905_20-74 subunidad beta 9,07E-03
AFE_1152_287-341 1,62E-02
59 - - Proteina con dominio endonucleasa HNH ~ Mecanismos de defensa Dominio: HNH endonuclease. ’
AFE_1152_492-546 4,10E-03
AFE_1153_153-207 1,57E-02
60 - - Proteina hipotética ’
AFE_1153_44-98 1,24E-02
AFE_1154 329-383 4,00E-02
61 - - * Proteina hipotética !
AFE_1154_75-129 5,80E-03
AFE_1169_189-243 1,64E-02
62 - - * Proteina hipotética ’
AFE_1169_41-95 1,70E-02
AFE_1174_179-233 1,42E-02
63 - - 2 Proteina hipotética ’
AFE_1174_179-233b - 1,37E-02
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AFE_1176_183-237 2,16E-02
64 - - * Proteina hipotética ’
AFE_1176_60-114 1,65E-02
AFE_1178_507-561 inio: i i 4,10E-03
65 _ _ % Proteina hipotética K;rir:z:ar?UlF224O7_C, Zn_peptidase, VirB8, )
AFE_1178_609-663 - 1,63E-02
AFE_1222_291-345 5,45E-03
66 - - Proteina hipotética Dominio: OMP_b-brl, Autotransporter. ’
AFE_1222_660-714 1,09E-02
AFE_1338_59-113 Metaboli t te d -1,087 5,89E-02
67 T Proteina de la familia PAP2 ) ? abolismoy transporte de Dominio: PgpB, PAP2_like. 2 ’
AFE_1338_952-1006 lipidos -1,203  4,36E-03
AFE_1339_1075-1129 Proteil dominio de biosintesi -1,251 5,77E-03
68 - - roteina con dominio de biosintesis Pared celular/membrana/biogénesis Dominio: Poly_export, KR. ! !
AFE_1339_469-523 exportacion de polisacaridos -1,077 5,09E-02
AFE_1340_2141-2195 1,19E-02
69 - - Proteina tirosina quinasa Pared celular/membrana/biogénesis Dominio: PRK09841, ParA, Wzz, RecA-like_NTPases. ’
AFE_1340_2343-2397 3,05E-02
Galactosa metabolismo, Amino azucarr
AFE_1342_368-422 ’ Y 1,29E-02
70 - - galE UDP-glucosa 4-epimerasa Pared celular/membrana/biogénesis ) ) ’
AFE_1342_664-718 nucleotido metabolismo. -1,164  2,32E-02
Traduccion, estructura ribosomal y -
AFE_1433_1075-1129 ’ -1,14 4,50E-02
71 - rhiE ARN helicasa RhIE ATP-dependiente L RNA degradacién. ’ ’
AFE_1433_934-988 biogénesis -1,009 5,26E-02
AFE_1451_1057-1111 Metaloproteasa de zinc asociada L Dominio: S2P-M50_PDZ_RseP-like, PRK10779, -1,255  2,40E-02
72 Pared celular/membrana/biogénesis
AFE_1451_904-958 ala membrana PDZ_metalloprotease. -1,124 1,27E-02
AFE_1453_271-325 Proteina d b t -1,089 4,98E-02
73 - - roteina de memborana externa Pared celular/membrana/biogénesis Dominio: OmpH, IncA, Telomere_Sde2, LMP. z !
AFE_1453_442-496 de la familia OmpH -1,003 1,01E-01
AFE_1457_436-490 -1,489 4,14E-02
74 - - Oxidoreductasa unién a NAD Prediccidn de funciones generales Dominio: MviM, GFO_IDH_MocA. ’ ’
AFE_1457_688-742 -0,944 6,47E-02
AFE_1663_1069-1123 Glicolat id bunidad 8,13E-03
75 - - glcF colato oxidasa, subunica Conversién y produccion de energia Glioxilato y dicarboxilato metabolismo. ’
AFE_1663_961-1015 hierro-azufre -1,216  1,29E-02
AFE_1664_217-271 Glicolat id bunidad 1,52E-02
76 - - glcE colato oxidasa subunida Conversién y produccion de energia Glioxilato y dicarboxilato metabolismo. ’
AFE_1664_647-701 de unién a FAD 9,07E-03
AFE_1665_759-813 1,79E-02
77 - - glcD Glicolato oxidasa subunidad GlcD Conversién y produccion de energia Glioxilato y dicarboxilato metabolismo. ’
AFE_1665_868-922 1,22E-02
AFE_1666_1099-1153 1,42E-02
78 - - Proteina hipotética Dominio: DUF1537. ’
AFE_1666_858-912 - 2,36E-02
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AFE_1667_1504-1558 Metaboli t te d 1,03E-02
79 - - * Transcetolasa eta ('Jlsmo y transporte ce Dominio: Transket_pyr, XFP, TPP_enzymes. ’

AFE_1667 1631-1685 carbohidratos 7,27E-03

Valina, leucina y isoleucina biosintesis, Pantotenato y

AFE_1673_1234-1288 Metabolismo y transporte de CoA -1,478 4,10E-03
80 ilvD-1  Deshidratasa acido-dihidroxi carbohidratos biosintesis, 2-Oxocarboxilico dcido metabolismo,

AFE 1673 839-893 Biosintesis de aminoacidos. - 1,16E-02

AFE 1674 238-292 Traduccion, estructura ribosomal y -1.032 6,82E-03
81 - - Proteina de la familia Sua5/YciO/YrdC Dominio: Sua5_yciO_yrdC, SUA5, MR_MLE. £ ’

AFE_1674_338-392 biogénesis -1,291  9,17E-03

AFE_1676_1045-1099 Proteina de la familia de clase Il Metabolismo y transporte de Glicdlisis / Gluconeogenesis, Via de la pentosa fosfato, -0,985 3,99E-02

aldolasa fructosa-difosfato carbohidratos Fructosa y manosa metabolismo, Metano y Carbono
82 metabolismo, Fijacidn de carbono de
microorganismos

AFE 1676 875-929 fotosintéticos, Biosintesis de aminodcidos. -1,142  7,53E-02
83 AFE_1677_1580-1634 Proteina con dominio del factor von Metabolismo y transporte de Dominio: VWA, VWA._CoxE, CobT C. -0,991 2,79E-02

AFE_1677_2209-2263 Willebrand tipo A iones inorganicos -1,394 7,85E-03

AFE_1678_519-573 -1,431 1,15E-02
84 - - p30 Proteina p30 Prediccién de funciones generales Dominio: CbbQ_C, COG0714, AAA_S. 2 ’

AFE_1678_665-719 -1,334 1,22E-02

AFE_1679_183-237 6,92E-03
85 - - Proteina hipotética ’

AFE_1679_47-101 1,34E-02

AFE_1680_198-252 , . - - 1,03E-02
86 Proteina hipotética Dominio: ParA.

AFE_1680_305-359 5,35E-03

AFE_1681_109-163 , . " - .
87 - - Proteina hipotética Dominio: Pterin_4a, PCD_DCoH.

AFE_1681_170-224

AFE_1682_194-248 i 1,31E-02
88 - - bfr Bacterioferritina Metabolismo y transporte de Dominio: Ferritin_like, Rubrerythrin. ’

AFE_1682_366-420 iones inorganicos 4,36E-03

AFE_1683_257-311 Biosintesis d tabolit dari 7,06E-03
89 - - @ cscE Péptido de la cobertura del carboxisoma losintesis de meta _0 tos secundaros, Dominio: BMC. !

AFE_1683_257-311b transporte y catabolismo 7,37E-03

AFE_1684_249-303 Biosintesis d tabolit darios, 6,12E-03
90 - - cscD Péptido de la cobertura del carboxisoma losintests de metabolitos secundarios Dominio: BMC. ’

AFE 1684 6-60 transporte y catabolismo 4,36E-03

AFE_1685_165-219 Biosintesis d tabolit darios, 1,32E-02
91 - - cscC Péptido de la cobertura del carboxisoma losintesis de metabolitos secundarios Dominio: BMC. ’

AFE_1685_243-297

transporte y catabolismo

5,77E-03
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AFE_1686_213-267 Biosintesis d tabolit darios, -1,114 1,75E-02
92 - - cscB Péptido B carboxisoma losintests de metabolitos secundarios Dominio: EutN_CcmL. ! ’
AFE_1686_84-138 transporte y catabolismo -1,06 8,58E-03
AFE_1687_13-67 Biosintesis d tabolit dari -0,99 4,36E-03
93 - cscA Péptido A carboxisoma losintesis de meta _0 tos secundarios, Dominio: EutN_CcmlL. = !
AFE_1687_185-239 transporte y catabolismo -1,238  1,24E-02
AFE_1688_1128-1182 Anhid bdnica, cobert del -0,912 9,73E-03
94 . _ cab? nhidrasa carbdnica, cobertura de Dominio: CsoSCA. , ,
AFE_1688_1366-1420 carboxisoma -1,481 1,83E-02
Glioxilato y dicarboxilato metabolismo, Fijacién de
AFE_1690_131-185 Ribulosa bisfosfato carboxilasa, carbono -1,483  2,24E-02
95 cbbs-2 ! ) o
de microorganismos fotosintéticos, Carbono
AFE_1690_237-291 subunidad pequefa metabolismo 2,02E-02
Glioxilato y dicarboxilato metabolismo, Fijacién de
AFE_1691_670-724 Metaboli t ted b -1,216 1,61E-02
96 - - rbcl Ribulosa bisofosfato carboxilasa etabolismoy transporte de car c?no . s ’ ’
carbohidratos de microorganismos fotosintéticos, Carbono
AFE_1691_770-824 metabolismo -1,368 2,07E-02
AFE_1817_606-660 -1,358 3,37E-02
97 - - Proteina con dominio sulfotransferasa Dominio: Sulfotransfer_1. 2 ’
AFE_1817_706-760 -1,152 5,70E-02
- 1,37E-02
98 AFE_1867_293-347 Proteina hipotética Dominio: DUF2147. ’
AFE_1867_402-456 -1,107 1,01E-02
Traduccidn, estructura ribosomal
AFE_1904_132-186 ’ Y -1,081 3,73E-02
99 - @ rpmF*  Proteina ribosomal 50S L32 ) ) Ribosoma ! !
AFE_1904_132-186b biogénesis -1,058  4,29E-02
AFE_1929_175-229 Metaboli t te d -1,281 1,67E-02
100 - - ndk* Nucleosido difosfato quinasa etabolismo y transporte ce Purina metabolismo, Pirimidina metabolismo Z ’
AFE_1929 322-376 nucledtidos -1,01 1,50E-02
AFE_1939_860-914 Proteina d ion al sustrat Metaboli t te d 6,81E-03
101 - - pstS-1* roteina de union atsustrato etabolismoy transporte de ABC transportadores, Sistema de dos componentes ’
AFE_1939_990-1044 transportador ABC fosfato iones inorgdanicos 5,77E-03
AFE_1940_802-856 Metaboli t ted 6,82E-03
102 - - stC-2*  Fosfato transportador ABC permeasa etabolismoy transporte de ABC transportadores ’
p.
AFE_1940_902-956 iones inorganicos 5,45E-03
AFE_2033_188-242 -1,35 6,15E-02
103 - Proteina hipotética Dominio: PepSY. ’ ’
AFE_2033_36-90 -1,458  4,65E-02
AFE_2036_373-427 Subunidad MFP t tador d -1,374 1,32E-02
104 - - ubunida ransportador de Pared celular/membrana/biogénesis Dominio: RND_mfp, HlyD_3. 2 ’
AFE_2036_671-725 eflujo de la familia RND -1,394 3,54E-02
AFE_2038_78-132 8,58E-03
105 - @ * Proteina hipotética !
AFE_2038_78-132b - 1,03E-02
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AFE_2040_2180-2234 Metaboli t te d 7,37E-03
106 = - * Receptor dependiente de TonB etabollsmoyy transporte de Dominio: TonB_dep_Rec, CirA, OM_channels. !
AFE_2040_2308-2362 iones inorgénicos 6,82E-03
AFE_2126_526-580 Gli I-3-fosfato deshid -1 4,30E-02
107 - - gpsA cero ostato deshidrogenasa Conversién y produccion de energia Glicerofosfolipido metabolismo EEEEEmm—
AFE_2126_871-925 NAD(P)H-dependiente - 8,95E-03
AFE_2131_1122-1176 Proteina de la familia aldehido Glicolisis / Gluconeogenesis, Pentosa y glucuronato -1,14  7,37E-03
deshidrogenasa (NAD) interconversiones, Ascorbato y aldarato metabolismo,
L, L, , Degradacion de acidos grasos, Valina, leucina e
Conversién y produccion de energia . )
isoleucina
degradacion, Lisina degradacion, Arginina y prolina
108 * metabolismo, Histidina metabolismo, Triptofano
metabolismo,
beta-Alanina metabolismo, Glicerolipidos
metabolismo,
Piruvato metabolismo, Cloroalkano y cloroalkeno
degradacion,
AFE_2131_1342-1396 Propanoato metabolismo. -1,468  1,79E-02
AFE_2253_4313-4367 -1,233  3,62E-02
109 = Proteina hipotética Dominio: COG2373, A2M_like. v ’
AFE_2253_4538-4592 -1,265 4,32E-02
AFE_2267_1065-1119 i i i ipi 2,00E-02
110 - - Proteina de la familia fosfoesterasa Pared celular/membrana/biogénesis L:Z:;flﬁz;:zto metabolismo, Glicerofosfolipido ’
AFE_2267_1352-1406 ' 1,31E-02
AFE_2268_292-346 6,82E-03
111 - - Proteina de la familia TonB Pared celular/membrana/biogénesis Dominio: TonB_C, tolA_full. ’
AFE_2268_660-714 -1,393 1,54E-02
AFE_2269_100-154 Proteina de transporte de biopolimeros Trafico intracelular, secreciény . 6,82E-03
112 Dominio: ExbD.
AFE_2269_243-297 de la familia ExoD/TolR transporte vesicular 1,07E-02
113 AFE_2270_124-178 Proteina de la familia de canal de Tréfico intracelular, secrecion y Dominio: MotA_ExbB, Robl_LC7, TolQ. 1,22E-02
AFE_2270_600-654 protones MotA/TolQ/ExbB transporte vesicular -1,212  2,21E-02
AFE_2271_174-228 L L, - 1,26E-02
114 Regulador transcripcional Transcripcion Dominio: Trans_reg_C, Response_reg.
AFE_2271_575-629 -1,395 7,06E-03
AFE_2272_286-340 , . - - -1,25 8,71E-03
115 Proteina hipotética Dominio: DUF3568, DUF3988.
AFE_2272_459-513 -1,464 1,22E-02
AFE_2342_262-316 ARN polimerasa de la familia factor o L ) -1,171  5,45E-03
116 Transcripcién Dominio: Sigma70_r4, RpoD_Cterm, Sigma70_r2.
AFE_2342_384-438 sigma-70 -1,282  7,02E-03
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AFE_2354_2554-2608 Metaboli t te d 3,23E-02
117 - - purl Fosforibosilformilglicinamidina sintasa et 10. 1smoyy transporte de Purina metabolismo ’
AFE_2354_3009-3063 nucledtidos 2,10E-02
AFE_2411 219-273 -0,976 7,37E-03
118 - - Subunidad B deshidrogenasa NADH Conversién y produccién de energia Fosforilacion oxidativa = !
AFE_2411_344-398 -1,166 1,22E-02
AFE_2539_217-271 -0,922 1,93E-02
119 = - Proteina hipotética ! ’
AFE_2539_306-360 -1,033 2,03E-02
120 AFE_2542_1109-1163 Proteina de membrana externa de la I\I/Icf:tabolismo y transporte de Dominio: Toluene_X. 1,04E-02
AFE_2542_1283-1337 familia OMPP1/FadL/TodX lipidos 6,39E-02
AFE_2543_1045-1099 -1 2,41E-02
121 - - Proteina con dominio para radical SAM Prediccion de funciones generales Biotina metabolismo o2 !
AFE_2543_880-934 -1,151 1,29E-02
AFE_2546_528-582 , - . ., . - -1,346  2,25E-02
122 Proteina con dominio para radical SAM Funcién desconocida Dominio: COG1856, DRE_TIM_metallolyase.
AFE_2546_628-682 -1,23  1,79E-02
AFE 2547 284-338 Metaboli t te d Glicina, serina y treonina metabolismo, Glioxilato y -1.24 2 58E-02
123 - - Proteina H sistema de escision de glicina etabolismoy transporte de 1246 ’
AFE_2547_384-438 aminoacidos dicarboxilato metabolismo. -1,173  1,91E-02
AFE_2548_229-283 -0,916 6,92E-03
124 - Proteina hipotética Dominio: DrsE_2. z ’
AFE_2548_329-383 -1,238 1,59E-02
AFE_2549 24-78 Metabolismo y transporte de Glicina, serina y treonina metabolismo, Glioxilato y -1,113  4,74E-02
125 - - Proteina H sistema de escisién de glicina
AFE_2549 267-321 aminodacidos dicarboxilato metabolismo. -1,052 1,60E-02
AFE_2552_120-174 -1,287 3,44E-02
126 - - Proteina hipotética .28 ’
AFE_2552_271-325 5,80E-02
AFE_2553_375-429 Piridine nucleotido-disulfuro ., ., , . 8,46E-02
127 Conversidn y produccién de energia Metano y Carbono metabolismo.
AFE_2553_759-813 oxidoreductasa -1,359 1,57E-02
AFE_2554_1287-1341 -1,1 5,89E-02
128 - - Heterodisulfuro reductasa subunidad B Conversién y produccién de energia Metano y Carbono metabolismo. Bl !
AFE_2554_212-266 -1,202  4,94E-02
AFE_2555_169-223 -1,252 1,68E-02
129 - - Proteina de unidn a cluster hierro/azufre Conversién y produccién de energia Metano y Carbono metabolismo. 125 ’
AFE_2555_293-347 -1,23  7,64E-03
AFE_2556_303-357 -1,324  2,07E-02
130 T Proteina hipotética Dominio: DrsE_2. 2 ’
AFE_2556_416-470 -1,373  2,26E-02
AFE_2557_142-196 -1,06 1,79E-02
131 - - Proteina hipotética Sistema de transsicién del azufre . ’
AFE_2557_48-102 -1,049 1,32E-02

225



AFE_2580_389-443

Traduccion, estructura ribosomal y
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-1,082 7,65E-03

132 glyQ  Glicil-tRNA sintetasa subunidad alfa o Biosintesis de aminoacil-tRNA
AFE_2580_504-558 biogénesis -0,98 1,47E-02
AFE 2581 1530-1584 Traduccion, estructura ribosomal y -1.024 2.,02E-02
133 - - glys Glicil-tRNA sintetasa subunidad beta ) ) Biosintesis de aminoacil-tRNA 0 ’
AFE_2581 1815-1869 biogénesis -1,128  1,86E-02
134 AFE_2582_176-230 Proteina con dominio Me.tabolfsmo y transporte de Lipopolisacaridos biosintesis -1,248 2,41E-02
AFE_2582_349-403 histidinol-fosfato fosfatasa aminodacidos -1,186 1,53E-02
AFE_2584_188-242 Metaboli t te d i ipi i i ipi -1,277 5,36E-02
135 . _ Proteina de la familia aciltransferasa ’ c.:z abolismo y transporte de (::;izrboolllzizs metabolismo, Glicerofosfolipidos ’ ,
AFE_2584_403-457 lipidos ‘ 4,68E-02
AFE_2603_172-226 -1,229 1,55E-02
136 - Proteina hipotética Dominio: AdoMet_Mtases, SmtA. ! ’
AFE_2603_449-503 -1,394 1,06E-02
AFE_2604_583-637 i io -0,945 4,03E-02
137 - - :rBoCtema de unién a ATP transportador Mecanismos de defensa Sistema de transporte tipo ABC-2. ! ’
AFE_2604_870-924 -1,154 4,10E-03
AFE 2614 1581-1635 Traduccidn, estructura ribosomal y -1,228 1,58E-02
138 - thrS  Treonil-tRNA sintetasa _ _ Biosintesis de aminoacil-tRNA z ’
AFE_2614_1681-1735 biogénesis -1,229  1,09E-02
AFE_2618_1057-1111 NADH-qui idoreduct -1,07 2,61E-02
139 - - nuoM quinona oxidoreductasa Conversién y produccion de energia Fosforilacion oxidativa ’ ’
AFE_2618_1293-1347 subunidad M -1,397 7,52E-03
AFE_2619_1208-1262 NADH-qui idoreduct - 1,09E-02
140 - - nuol quinona oxidoreductasa Conversién y produccion de energia Fosforilacion oxidativa ’
AFE_2619_1602-1656 subunidad L -1,051 3,71E-02
AFE_2620_164-218 NADH-qui idoreduct -1,231  1,70E-02
141 - - nuoK quinona oxidoreductasa Conversién y produccién de energia Fosforilacién oxidativa 2 ’
AFE_2620_264-318 subunidad K - 2,14E-02
AFE_2621_197-251 NADH-qui idoreduct -1,263  4,03E-02
142 - - nuoJ quinona oxidoreductasa Conversion y produccién de energia Fosforilacién oxidativa ’ ’
AFE_2621_309-363 subunidad J -1,337 6,12E-03
AFE_2622_170-224 - 1,70E-02
143 - - nuol NADH deshidrogenasa subunidad | Conversién y produccion de energia Fosforilacion oxidativa ’
AFE_2622_399-453 -1,467 8,33E-03
AFE_2623_667-721 NADH-qui idoreduct 3,14E-02
144 - - nuoH quinona oxidoreductasa Conversién y produccién de energia Fosforilacién oxidativa ’
AFE_2623_888-942 subunidad H 2,00E-02
AFE_2624_1984-2038 NADH-qui idoreduct 1,71E-02
145 - - nuoG quinona oxidoreductasa Conversion y produccién de energia Fosforilacién oxidativa .
AFE_2624_944-998 subunidad G 3,58E-02
AFE_2625_1195-1249 NADH-qui idoreduct -1,175 1,51E-01
146 - - nuoF quinona oxidoreductasa Conversién y produccion de energia Fosforilacion oxidativa 2 ’

AFE_2625_762-816

subunidad F

-1,078  2,24E-02
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AFE_2626_252-306 NADH-quinona oxidoreductasa ., ., , o L -1,268 1,16E-02
147 nuoE Conversién y produccion de energia Fosforilacion oxidativa
AFE_2626_400-454 subunidad E -1,026  3,63E-02
AFE_2627_478-532 2,42E-02
148 - - nuoD NADH deshidrogenasa subunidad D Conversién y produccion de energia Fosforilacion oxidativa B
AFE_2627_772-826 - 1,90E-02
AFE_2628_143-197 NADH-qui idoreduct -1,344 1,03E-02
149 - - nuoC quinona oxidoreductasa Conversion y produccién de energia Fosforilacién oxidativa ’ ’
AFE_2628_555-609 subunidad C -1,088 1,87E-02
AFE_2629_17-71 -1,318 6,93E-03
150 - - nuoB NADH deshidrogenasa subunidad B Conversién y produccion de energia Fosforilacion oxidativa 2 ’
AFE_2629_219-273 -1,209 1,24E-02
AFE_2630_235-289 NADH-qui idoreduct -1,096  7,37E-03
151 - - nuoA quinona oxidoreductasa Conversién y produccion de energia Fosforilacion oxidativa ! !
AFE_2630_8-62 subunidad A -1,067 1,53E-02
AFE_2632_183-237 Tréfico intracelular, i6 Sistema de secrecion bacteriana -1,035 1,82E-02
152 = - secG  Preproteina translocasa subunidad SecG raico Intracelular, secrecion'y ’ ’
AFE_2632_348-402 transporte vesicular Exportacion de proteinas -0,865 1,09E-02
Glicdlisis / Gluconeogenesis, Fructosa y manosa
AFE_2633_442-496 Metabolismo y transporte de metabolismo, -1,007 8,35E-03
bohidrat Inositol fosfato metabolismo, Fijacién de carbono en
153 tpiA Triosafosfato isomerasa carbohidratos ) ) .
microorganismos fotosintéticos, Carbono
metabolismo,
AFE_2633_544-598 Biosintesis de aminoacidos. -0,959 1,46E-02
AFE_2934_176-230 -1,072 1,57E-02
154 - - Regulador transcripcional Transcripcién Sistema de dos componentes z ’
AFE_2934_56-110 -1,234  2,00E-02
AFE 2969 205-259 Dominio: Methyltransf_23, Methyltransf_11, 1,079 2,33E-02
155 = - Proteina hipotética 2 ’
AEE 2969 670-724 Methyltransf_31, Methyltransf_12, AdoMet_Mtases. -1,009 2,53E-02
Glicdlisis / Gluconeogenesis, Ciclo del citrato (TCA
AFE_3068_2168-2222 Dihidrolipoamida acetiltransferasa ciclo), -1,021 5,64E-02
Glicina, serina y treonina metabolismo, Valina, leucina
156 pdhC  dihydrolipoamida deshidrogenasa Conversion y produccién de energia e
isoleucina degradacidn, Piruvato metabolismo,
AFE_3068_2538-2592 Carbono metabolismo. -1,343  3,23E-02
Glicdlisis / Gluconeogenesis, Ciclo del citrato (TCA
157 | AFE_3069_270-324 pdhB Piruvato deshidrogenasa E1 Conversién y produccion de energia cicleo), 1,15E-02
AFE_3069_507-561 componente subunidad beta Piruvato metabolismo, Carbono metabolismo. -1,457 1,16E-02
Glicdlisis / Gluconeogenesis, Ciclo del citrato (TCA
158 | AFE_3070_725-779 pdhA Piruvato deshidrogenasa E1 Conversion y produccién de energia cicleo), -1,163 1,50E-02
AFE_3070_918-972 componente subunidad alfa Piruvato metabolismo, Carbono metabolismo. -1,247 1,09E-02
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AFE_3114_158-212 6,20E-02
159 - - Proteina hipotética Dominio: DrsE_2. ’
AFE_3114_287-341 4,72E-02
AFE_3115_226-280 -1,334 7,85E-03
160 - Proteina hipotética Dominio: PsiE. v !
AFE_3115_366-420 -1,194 1,98E-02
AFE_3129_1158-1212 Metaboli t te d 4,10E-03
161 = - * Canal de cloro gatillado por voltage etabolismo y transporte ce Dominio: Voltage_CLC. ’
AFE_3129 1285-1339 iones inorganicos 6,82E-03
162 AFE_3131_72-126 Proteina de translocacién doble-arginina,  Tréfico intracelular, secreciény Sistema de secrecion bacteriana -1,08 2,39E-02
AFE_3131_195-249 familia TatA/E transporte vesicular Exportacion de proteinas -0,941 1,32E-02
AFE_3137_303-357 Sistema de dos componentes, -1,171  4,13E-02
163 - - Regulador en respuesta a unién a ADN Transcripcién ’ ’
AFE_3137_462-516 RegB-RegA (respuesta redox). -1,266  2,39E-02
AFE_3138_463-517 -1,034 7,41E-02
164 == 20G-Fe(ll) oxigenasa Dominio: P4Hc, 20G-Fell_Oxy, Cuticle_1. ’ ’
AFE_3138_563-617 -1,135 4,07E-02
AFE_3144_574-628 -1,102 1,71E-02
165 - - Proteina hipotética ! ’
AFE_3144_724-778 -1,002 9,94E-03
AFE_3145_63-117 6,88E-03
166 = - 2 Proteina hipotética ’
AFE_3145_63-117b 6,82E-03
AFE_3202_168-222 3,25E-02
167 - - atpC FOF1 ATP sintasa subunidad epsilon Conversién y produccion de energia Fosforilacion oxidativa ’
AFE_3202_322-376 3,86E-02
AFE_3203_1101-1155 1,70E-02
168 - - atpD ATP sintasa F1 subunidad beta Conversién y produccion de energia Fosforilacion oxidativa ’
AFE_3203_1258-1312 1,35E-02
AFE_3204_491-545 4,31E-02
169 - - atpG FOF1 ATP sintasa subunidad gamma Conversién y produccion de energia Fosforilacion oxidativa ’
AFE_3204_661-715 3,25E-02
AFE_3205_1274-1328 3,11E-02
170 - - atpA FOF1 ATP sintasa subunidad alfa Conversién y produccion de energia Fosforilacion oxidativa ’
AFE_3205_1491-1545 3,73E-02
AFE_3206_208-262 1,53E-02
171 - - atpH ATP sintasa F1 subunidad delta Conversién y produccion de energia Fosforilacion oxidativa ’
AFE_3206_483-537 1,57E-02
AFE_3207_413-467 4,10E-03
172 - - atpF*  ATP sintasa FO subunidad B Conversién y produccion de energia Fosforilacion oxidativa .
AFE_3207_85-139 - 4,10E-03
AFE_3208_192-246 -1,438 7,25E-03
173 - - atpE*  ATP sintasa FO subunidad C Conversién y produccién de energia Fosforilacion oxidativa z !
AFE_3208_65-119 7,02E-03
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AFE_3209_429-483 -1,313 1,35E-02
174 - atpB*  ATP sintasa FO subunidad A Conversién y produccién de energia Fosforilacién oxidativa ’ ’
AFE_3209_530-584 -1,172  3,24E-02
AFE_3246_227-281 -1,041 4,03E-02
175 - - gph-2  Fosfoglicolato fospfatasa Prediccion de funciones generales Glioxilato y dicarboxilato metabolismo ’ !
AFE_3246_630-684 -0,905 3,67E-02
AFE_3247_166-220 Metabolismo y transporte de Via de la pentosa fosfato, Pentosa y glucuronato -1,157 1,50E-02
interconversiones, Fijacion de carbono en
176 rpe Ribulosa-fosfato 3-epimerasa carbohidratos microorganismos
fotosintéticos, Carbono metabolismo, Biosintesis
AFE_3247_508-562 de aminodcidos. -1,025 6,35E-02
Glicdlisis/Gluconeogenesis, Fijacién de carbono en
177 AFE_3250_851-905 K Fosfoalicerat . Metabolismo y transporte de organismos -1,035 4,09E-02
P9 ostoglicerato quinasa bohidrat fotosintéticos, Carbono metabolismo, Biosintesis de
AFE_3250_1152-1206 carbohidratos aminoécidos. -1,054 5,52E-02
Glicolisis/Gluconeogenesis, Fijacion de carbono en
178 AFE_3251_858-912 Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, = Metabolismo y transporte de organismos -1,171 1,52E-02
gap bohidrat fotosintéticos, Carbono metabolismo, Biosintesis de
AFE_3251_958-1012 tipo | carbohidratos aminoacidos. -1,078  2,78E-02
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Niveles de ARNm de genes en células sésiles
10
9
8
7
g 6
g s
E- 2 CoMS0
3 ETETRAZOL
2
1
0 B s B B ==
afel afeR gall zwf wcaA AFE1339
Genes

Anexo 7. Andlisis de los cambios de niveles de ARNie los genesfel, afeR, zwf,
galU, wcaAy AFE_1339 en células sésiles dat. ferrooxidans en presencia y
ausencia de tetrazolEl ARN total empleado para estos analisis fueagatr de células
sésiles crecidas en medio 9K modificado con peléaszufre, con y sin tetrazol (5 uM),
con una concentracion inicial de 1%1€el/ml. DMSO, control bidtico sin AHL. El
tiempo de incubacion para todos los cultivos fugrele dias. Se realizaron tres réplicas
biolégicas para cada condicion (con y sin tetradad) barra representa la desviacién
estandar.
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ANEXO 8. Genes que presentan una secuencia palindromécpaeagtenece a una de las cajbes

Se indica la secuencia de la caja2 y de la cajafe 1 en rojo y celeste, respectivamente. Se indica
la posicion respecto al sitio de inicio de traddndie la secuencia comudn en la regién promotora de
cada gen.

ORF GEN/DESCRIPCION PROTEINA SECUENCIAS -3 POSICION

AFE_0572 Proteina hipotética cT 7 20
Secuencia de las cajaz AFE TTEACAAGCTGTCAACC GCT

AFE_0707 Proteina hipotética TTGACA-------mmmmm- cc 76 60
Secuencia de las cajaz AFE TTGACAAGCTGTCAACC GCT

AFE 1418 Proteina hipotética TTGACAA 63 57
Secusncia de las cajas AFE TTGACAAGCTGTCAACC GCT

AFE 1853 Proteina hipotstica TTGACAAGCT--—------- C 66 a6
Secuencia de las cajas AFE TTEACAAGCTGTCAACC GCT

AFE_ 1008 orf3/ Proteina hipotética 76 7
Secusncia de las cajas AFE TTGACAAGCTGTCAACC GCT

AFE_2209 Regulador transcripcional de 1a familia TetR. TTGACAAG 39 39
Secuencia de las cajas AFE TTGACAAGCTGTCAACC GCT
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ANEXO 9

Characterization of the quorum sensing regulon in
Acidithiobacillus ferrooxidans.
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lyon.fr, %onnefoy@imm.cnrs.ffnguilian@uchile.cl

Keywords: Quorum sensing, acyl homoserine lactone, biofiletrazol, fluorescence and
electronic microscopy, real-time PCR.

Abstract. Bioleaching is the solubilization of metals fromes by microorganisms. This
process is more efficient than conventional methodte metal recovery from low grade
ores while decreasing the operating cost and theraammental impact. Among the
bioleaching  bacteria, the Gram-negative chemolitbatzophic  acidophilic
Acidithiobacillus ferrooxidanshas the ability to adhere to mineral surface amdotm
biofilm. The genes involved in the production oistibiofilm are controlled by a cellular
communication system called Quorum Sensing (QSg @B occurs mainly through the
production of acyl homoserine lactones (AHLs). Andtional QS system has been
identified in At. ferrooxidanswith an acyl synthase (Afel) and a transcriptioregjulator
(AfeR). Here, our purpose is to characterize thergmm sensing regulon and particularly
the genes involved in biofilm formation it. ferrooxidans This has been done by cell
adhesion experiments compariAg ferrooxidansggrown with or without Tetrazol, an AHL
analogue that activates the cell adhesion to mirsendace. The second step has been to
compare the expression of some genes predictec tmvmlved in the QS regulon in
At. ferrooxidanggrown in the presence/absence of Tetrazol usialgtirae PCR. These two
different strategies are expected to give insighthe moment at which th&. ferrooxidans
QS regulon is switched on. The formation of biofitould improve the bioleaching
operation and therefore the understanding of thee@6lon is of primordial importance.
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Introduction

In Chile, most of the copper is extracted by preesssuch as pyrometallurgy and
bioleaching. In this case, the dissolution of asesiediated by microorganisms that obtain
energy at the expense of the oxidation of sulfull aon present in sulfidic ores [1].

Bioleaching is a beneficial procedure that promatdsgher percentage of metal recovery
from low grade ores whereas it decreases the apgredst and the environmental impact

[2].

Among the bacteria present within the bioleachingsortium, the Gram-negative
chemolithoautotrophic acidophiliécidithiobacillus ferrooxidansoxidizes reduced sulfur
compounds as well as ferrous iron and developsiti®bn mineral surfaces. This biofilm,
which allows adhesion to the solid surfaces andepts the cell of surrounding adverse
conditions, is mainly composed of extracellularypoéric substances (EPS) synthesized
and secreted by the microorganisms themselves [3].

Several experimental evidences suggest that thesgemolved in biofilm formation
are regulated in Gram-negative bacteria by quoremsiag (QS) [4]. This bacterial
communication system is mediated by the productinod the release of an autoinducer
(Al), which concentration increases with the migabipopulation density [5]. The bacteria
can sense the Al accumulation in the culture medamd therefore the population density,
and respond by regulating the expression of sewvargkt genes (regulon) involved in
different cellular processes, among which the ERSythesis. The most studied Al-type
molecules are the N-acyl homoserine lactones (AHLS)

Since the bacterial communication system reguldtgd AHLs is present in
At. ferrooxidansATCC 23270 and since the adhesion of this bactemepends on the
production of EPS, the QS system is likely involvied the regulation of the EPS
biosynthesis [6]. In a previous study, we have shtvat the QS system ét. ferrooxidans
is linked to the biofilms formation since a moréi@ént adhesion to sulfur and pyrite has
been observed when synthetic analogs of AHLs wedded to the medium. Our main
purpose is to characterize the QS reguloAtinferrooxidansby functional genomics, and
more particularly to identify the genes involvedbiofilm formation. This will be done by
analyzing the global expression of genesAn ferrooxidans (transcriptomics) using
Tetrazol as activator of the QS system [7]. Theeusihnding of the adhesion of this
bacterium to solid substrates is very importarddotrol the bioleaching process.

Material and Methods
Bacterial strain and culture conditions. At. ferrooxidansATCC 23270 was grown at

30°C under oxic conditions (130 rpm) in modified gtedium at pH 2.5 containing sulfur
prills (50 g/l) as described previously [8].
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Cell adhesion assayAt. ferrooxidansvas grown in presence of sulfur (S°) coupons. &hes
coupons were produced by heating elemental sutwdpr until melting; the liquid sulfur
was poured on a cover glass, cooled, and sterilizetioiling in 9K basal salt medium.
Coupons were added to cell cultures and extraciednfcroscopic observation [9]. Cells
attached to sulfur coupons were coated in golelieectron microscopy.

RNA extraction. Total RNA of planktonic cell was extracted usinmadified acid-phenol
extraction method [10], including a preliminary /RIL® reagent (Invitrogen) extraction
step.

Real-time PCR.RT reactions were carried out as described preliqug].
Results
Tetrazol accelerates cellular adhesion to sulfur idt. ferrooxidans

In previous experiments, we reported tit ferrooxidansATCC 23270 possesses a
functional QS type Al-1 system capable of respogdia different types of synthetic
analogs of AHL [12]. To determine whether Tetramluces cell adhesion to the mineral
surfacecell adhesion assays were performed and analyzetebiron microscopy.

The sulfur coupons were stained after differentsdafyincubation to visualize the biofilm
formation process. The data obtained have shownthenAt. ferrooxidansvas grown in
the presence of Tetrazol the cellular adhesionhenstulfur coupon surface was visible at
day 3 compared to the cultures without Tetrazad.(E).

- Tetrazol +Tetrazol

UMAUC1361 2012-09-25 N x40k 20um UMAUC1356 2012-09-25 N x40k 20um

Figure 1. Photomicrographs of sulfur coupons obtained fisimferrooxidansgrown with
or without Tetrazol (5 uM). Sulfur coupons wereabed at day 3 during the growth of
At. ferrooxidansCoupons were observed by electron microscopy.
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Transcriptional analysis of some genes predicted tbe involved in the QS regulon in
At. ferrooxidansby real-time PCR.

The expression of some genes supposedly belongitiget QS regulon was analyzed by
real-time PCR. Total RNA were prepared from planitacells ofAt. ferrooxidansgrown

in the presence or in the absence of Tetrazol. dte¢ (AHLs synthase) gene was
significantly upregulated in the presence of Tailafii) zwf (involved in the level of
glucose-6P, a precursor of the EPS) increased latigathe growth and increased
reproducibly in the presence of Tetrazol at dayiig, afeR(transcriptional regulator) and
galU (involved in EPS formation) were constitutivelypegssed in the presence of Tetrazol

(Fig. 2).

Expression afel gene Expression zwf gene

mTETRAZOL g3 mTETRAZOL

DVISO DMSO

D2 T2 D3 T3 D& T4

Condition/days D2 T2 D3 T3 D4 T4
Condition/days

Expression afeR gene Expression galU gene

18
16 I
14 l

W TFTRAZOL 14 mTETRAZOL

[

DMSO & 0 DMSO

D2 T Pz T3 DE T D2 T2 D3 T3 D4 T4
Condition/days Condition/days

Figure 2. Transcription analysis oéfel, zwf afeR and galU by real-time PCR. RT
reactions were carried out with 1ug of total RNAnfrAt. ferrooxidansgrown with or
without Tetrazol (cultures with DMSO, the solventwhich the Tetrazol is dissolved). The
samples were taken at different incubation time8 @nd 4 days).

Conclusions

This study has shown that Tetrazol acceleratedatteesion ofAt. ferrooxidanscells to
sulfur coupons. Real-time experiments indicatedsigmificant effect of Tetrazol on the
expression ofafeR and galU in At. ferrooxidansplanktonic cells in early exponential
phase, while that o&fel and zwf genes were up-regulated, results that agree \ih t
microarray experiments performed with NG7 AHL swiib analogue [12]. We are
currently studying the expression of these genesgsile cells to determine when the QS
mechanism is triggered. Our next future experiments aimed to identify the genes
belonging to the QS regulon by performing microgsranalysis on planktonic and sessile
cells grown with or without Tetrazol. Furthermotiee transcriptional regulator AfeR will
be heterologously produced iBscherichia coli its binding site on DNA will be
determined by electrophoretic mobility shift asség81SA) and the genes predicted by
bioinformatics analysis to have these sequenc#winregulatory regions will be checked
by EMSA.

236



Anexos

Acknowledgments.This work was supported by CNRS and CONYCIT (PICS270),
FONDECYT (1120295) and a scholarship for doctonadlies in Chile CONICYT 2009.

References.

[1] G. Rossi, Biohydrometallurgy, McGraw-Hill, NeMork, N.Y, 1990.

[2] C.L. Brierley, Microbiological mining: Technoffy status and commercial
opportunities, World Biotech. Rep. Vol. 1 (1984)599.

[3] B. Vu, M. Chen, R.J Crawford, and E.P. IvanovBacterial extracellular
polysaccharides involved in biofilm formation, Moldes Vol. 14 (2009p. 2535.

[4] T.R. De Kievit and B.H. Iglewski, Quorum sengjrgene expression, aRseudomonas
biofilms, Methods. Enzymol. Vol. 310 (1999) p. 117.

[5] M.B. Miller and B.L. Bassler, Quorum sensingbacteria. Annu. Rev. Microbiol. Vol.
55 (2001) p. 165.

[6] C.Farah, M. Vera, D. Morin, D. Haras, C.A. Jerand N. Guiliani, Evidence for a
functional quorum-sensing type Al-1 system in thetremophilic bacterium
Acidithiobacillus ferrooxidansAppl. Environ. Microbiol. Vol. 71(2005) p. 7033.

[7] L.M. Ruiz, S. Valenzuela, M. Castro, A. GonzgleM. Frezza, L. Soulere, T.
Rohwerder, Y. Queneau, A. Doutheau, W. Sand, CeXez] and N. Guiliani, AHL
communication is a widespread phenomenon in biowgirbbacteria and seems to be
involved in mineral-adhesion efficiency. Hydroméiggy Vol. 94 (2008) p. 133.

[8] A.M. Amaro, D. Chamorro, M. Seeger, R. Arredondl Peirano and C.A. Jerez, Effect
of external pH perturbations on in vivo protein thasis by the acidophilic bacterium
Thiobacillus ferrooxidans]. Bacteriol. Vol. 173 (1991) p. 910.

[9] A. Gonzalez, S. Bellenberg, S. Mamani, L. Ruf, Echeverria, L. Soulére, A.
Doutheau, C. Demergasso, W. Sand, Y. Queneau, k& &l N. Guiliani, AHL signaling
molecules with a large acyl chain enhance biofilmfation on sulfur and metal sulfides
by the bioleaching bacteriucidithiobacillus ferrooxidansAppl. Microbiol. Biotechnol.
Vol. 3 (2012) p. 4229.

[10] H. Aiba, S. Adhya, Bde Crombrugghe, Evidence for two functiogal promoters in
intactEscherichia colcells. J. Biol. Chem. Vol. 256 (1981) p. 11905.

[11] R. Quatrini, C. Appia-Ayme, Y. Denis, E. Jaii, D.S. Holmes and V. Bonnefoy,
Extending the models for iron and sulfur oxidation the extreme acidophile
Acidithiobacillus ferrooxidansBMC Genomics. Vol. 10 (2009) p. 394.

[12] S. Mamani, Y. Denis, L. Soulére, A. Doutheal, Queneau, C. Demergasso, V.
Bonnefoy, N. Guiliani, Quorum SensingAwidithiobacillus ferrooxidan&TCC 23270, G.
Qiu, T. Jiang, W. Qin, X. Liu, Y. Yang, H. Wang (&3l Biohydrometallurgy: Biotech key
to unlock mineral resources value, Changsha, (2A1472-475.

237



